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2.4. TEJIDO CONECTIVO ASOCIADO AL TIMO.

El tejido conectivo de la cdpsula conectiva y de las trabéculas del
timo de lubina est4 separado de las células parenquimdticas por una capa simple
de CER limitantes dispuestas sobre una membrana basal (Fig. 97).
Ocasionalmente, esta capa limitante aparece interrumpida tanto a nivel de la
capsula conectiva (Fig. 70) como de las trabéculas (Fig. 69), permitiendo el

transito de células entre el parénquima timico y el tejido conectivo y viceversa.

2.4.1. CAPSULA CONECTIVA.

La membrana basal que separa el parénquima del tejido conectivo
presenta una ultraestructura tipica, con una capa transparente a los electrones
y de aspecto granulado, ldmina rara o licida, adyacente a las CER limitantes y

la l4mina densa, mds préxima al tejido conectivo, de mayor grosor y
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electronodensidad que la anterior (Figs. 97, 98). En las zonas alteradas por el
paso de células, la membrana basal modifica su estructura, apareciendo formada
por dos, tres o més lineas densas entre una sustancia finamente granular (Fig.
70). La membrana basal es continua con componentes fibrilares y sustancia
fundamental amorfa de la matriz del tejido conectivo.

El tejido conectivo denso que rodea al timo presenta, como
principal componente celular, fibrocitos que se distribuyen al azar y en todas
direcciones; aunque en las 4reas pr6ximas al timo son més frecuentes y suelen
asociarse para formar una hilera simple y dfscontinua, paralela a la membrana
basal (Fig. 100).

Los fibrocitos (Fig. 100) son fusiformes, muy alargados, con
prolongaciones muy delgadas en sus extremos, aunque también pueden
observarse como células estrelladas. El nicleo es eliptico o irregular,
dependiendo de la forma de la célula y con un nucléolo excéntrico y escasa
heterocromatina de disposicién periférica. En el citoplasma, cerca del niicleo,
se observan un par de centriolos rodeados por un aparato de Golgi pequeiio, los
ribosomas libres se presentan en gran nimero agrupados en diferentes zonas del
citoplasma. Los perfiles de RER son escasos y se caracterizan por tener, al igual
que la membrana nuclear externa, abundantes ribosomas adheridos; estas
cisternas pueden aparecer muy dilatadas presentando en su luz un material de

mediana electronodensidad, lo que refleja una alta actividad de sintesis. Ademés
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se observan numerosas vesiculas de secrecién algunas de ellas fusionadas con la
membrana plasmética y abriéndose a la matriz extracelular. Las mitocondrias
son pequeiias de forma redondeada y se localizan en el citoplasma perinuclear,
aunque también pueden aparecer en las prolongaciones citoplasmaéticas.

Cuando se examina la matriz extracelular del tejido conectivo con
microscopfa electrénica, se observa que estd constituida por fibras coldgenas,
reticulares y elésticas y sustancia fundamental amorfa.

Las fibras coldgenas (Figs. 98, 99) se disponen preferentemente en
densas capas ligeramente onduladas y paralelas a las CER limitantes del timo,
entre las que aparecen componentes celulares. Las fibras coldgenas exhiben una
secuencia de bandas transversales claras y oscuras a lo largo de ellas, que
muestra la tipica estriacién descrita para este tipo de fibra y en algunas éreas
forman haces més o menos gruesos, dentro de los cuales las fibras presentan un
didmetro bastante uniforme, mientras que en otras areas las fibras aparecen
dispersas.

Las fibras reticulares (Fig. 98) se localizan principalmente en 4reas
préximas a las membranas basales limitantes del parénquima timico y de los
vasos sanguineos y nervios. Estdn estrechamente relacionadas con las fibras de
coldgeno y suelen estar dispuestas en forma de red o dispersas.

Las fibras elasticas (Fig. 100) son menos numerosas que los otros

dos tipos de fibras observados. Se disponen de forma irregular y aparecen en las
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proximidades de los vasos y de los fibrocitos. Aparecen como una sustancia
amorfa de baja electronodensidad, con una fina punteadura que se corresponde
con las microfibrillas que integran este tipo de fibras.

La fina punteadura (Fig. 98) que se observa en la sustancia
fundamental y entre las fibras se debe a moléculas de proteoglicanos
componentes de la sustancia fundamental amorfa.

Con microscopia electrénica se identifican, en los espacios del
tejido conectivo, células libres como linfocitos, granulocitos, macr6fagos y
mastocitos.

En las proximidades del parénquima se observan &reas con
numerosas células linfoides infiltradas. Estas células presentan las caracteristicas
de los diferentes tipos de linfocitos descritos en el parénquima timico;
apareciendo, incluso, células en divisibn (Fig. 99). También aparecen
granulocitos maduros infiltrados, siendo més frecuentes los granulocitos
eosindfilos que los heteréfilos (Fig. 98).

Los macr6fagos presentan ultraestructura similar a los descritos en
el parénquima timico, aunque su actividad fagocitica es menor.

Las células cebadas son de gran tamaiio y forma ovalada con
algunas ondulaciones superficiales. Nicleo redondeado o irregular, escasa
heterocromatina periférica. El citoplasma es abundante y presenta un aparato

de Golgi bien desarrollado, el RE es escaso y las mitocondrias, pequenas y
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redondeadas, son relativamente escasas. El rasgo ultraestructural mis
caracterfstico del citoplasma es el abundante niimero de grénulos limitados por
membrana, con forma fusiforme u ovalada y aspecto homogéneo de
electronodensidad elevada.

También aparecen nervios y vasos sanguineos rodeados por
membrana basal. La cépsula conectiva est4 bien vascularizada, siendo mayor la

irrigacién en la zona més pr6xima al parénquima timico.

2.4.2. TRABECULAS.

Las trabéculas timicas son continuas con el tejido conectivo
subyacente de la cipsula conectiva (Fig. 98) y atendiendo a su tamaifo y
estructura distinguimos: primarias y secundarias.

Las trabéculas primarias (Fig. 101) penetran perpendicularmente
a través del parénquima timico y se ramifican, aproximadamente en dngulo
recto, a nivel del limite entre la cipsula epitelial y la zona externa, causando la
lobulaci6én del timo. El espesor de las trabéculas primarias es variable
disminuyendo progresivamente conforme se ramifican. En su interior pueden
observarse vasos arteriales y venosos y haces nerviosos rodeados por tejido

conectivo idéntico al de la cépsula conectiva.
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Las trabéculas secundarias (Fig. 102) pueden originarse por
ramificacién de las trabéculas primarias o directamente de la cdpsula conectiva.
Se caracterizan por presentar menor longitud y espesor que las trabéculas
primarias, por lo que no contribuyen a la lobulacién del timo. En este tipo de
trabéculas es de destacar la presencia de engrosamientos, con un mayor nimero
de células en el tejido conectivo, observdndose células en transito a través de
la capa de CER limitantes (Fig. 69). Estas trabéculas se adentran en el
parénquima y se bifurcan en trabéculas més delgadas con capilares arteriales
(Fig. 103) o venosos (Fig. 104) y escaso tejido conectivo, formado por
fibroblastos y matriz extracelular con fibras coldgenas y reticulares que pueden
llegar a desaparecer practicamente en las trabéculas secundarias mis delgadas

que sélo contienen un capilar (Fig. 105).

2.5. VASCULARIZACION.

La vascularizacién del timo de lubina estd constituida por
ramificaciones de los vasos que irrigan el tejido conectivo subyacente; estas
ramificaciones se adentran en el 6rgano asociadas a las trabéculas primarias y

secundarias, que s6lo son abandonadas por delgados capilares a nivel de la zona
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interna.

Por las trabéculas primarias discurren paralelamente capilares
arteriales y venosos (Fig. 101), mientras que las trabéculas secundarias presentan
un dnico capilar (arterial o venoso) (Figs. 103, 104). A nivel de las trabéculas,
los vasos sanguineos estdn rodeados por una capa de tejido conectivo que se
atenua progresivamente, llegando practicamente a desaparecer en las trabéculas
de menor grosor; asf el lumen vascular queda separado de los timocitos por las
siguientes capas: endotelio, membrana basal del endotelio, un espacio
perivascular ocupado por tejido conectivo, membrana basal de las CER
limitantes y CER limitantes. Estas estructuras constituyen una verdadera barrera
hematotimica a nivel de las trabéculas.

La capa de tejido conectivo, alrededor de los vasos més grandes
(Figs. 101, 102), es gruesa y celular pudiendo haber distintos tipos celulares
como: linfocitos, granulocitos, macr6fagos, eritrocitos y células propias del tejido
conectivo; conforme se ateniia el didmetro de los capilares intratrabeculares
(Figs. 103, 104) la capa de tejido conectivo perivascular disminuye de grosor y
pierde el componente celular, quedando tinicamente la matriz extracelular
(fibras célagenas y reticulares y sustancia fundamental) que disminuye
progresivamente en espesor en relacién con la reduccién del calibre de los
capilares (Figs. 105, 106).

La pared de los capilares intratrabeculares arteriales y venosos est4
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formada por células endotelialeé envueltas externamente por una membrana
basal continua. Los capilares arteriales (Fig, 103) presentan una luz reducida, el
endotelio es ciibico con las células unidas entre sf{ por zénulas ocludens y
pequeiios desmosomas, niicleo ligeramente indentado eucromético, con escasa
heterocromatina marginal, en el citoplasma aparece un aparato de Golgi de
escaso desarrollo en posicion yuxtanuclear y en la regi6n citoplasmética
periférica aparecen elementos tubulares de RE poco desarrollados. También hay
unas pocas mitocondrias alargadas; ademds, en algunas secciones, aparecen
pequenos grdnulos electronodensos redondeados, aunque son muy raros. Un
rasgo llamativo es la presencia en su citoplasma de abundantes vesiculas y de
una poblacién de vesiculas de plasmalema, que aparecen en las membranas
plasméticas tanto adluminal como abluminal, abriéndose a la luz capilar y al
espacio extravascular, respectivamente. También aparecen en su citoplasma
cortos haces de microfilamentos. Mientras que los capilares venosos (Fig. 104)
se caracterizan por presentar una mayor luz y un perfil luminal més irregular con
pliegues marginales en las uniones celulares, el endotelio est4 formado por
células planas que presentan una regién nuclear méis engrosada que la
periférica, més delgada, con nicleo aplanado de contorno irregular con una
banda de heterocromatina periférica. Los organulos citoplasmaticos son escasos,
sobresaliendo un gran niimero de vesiculas de pinocitosis relacionadas con la

membrana y algunos haces de microfilamentos més patentes en la periferia.
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Asociados a la pared externa de los capilares se encuentran pericitos, que
extienden sus prolongaciones entorno a los capilares de forma discontinua. Los
pericitos (Fig. 103) presentan como caracterfstica ultraestructural méis destacada
la presencia de vesiculas de pinocitosis en el citoplasma, que suelen estar
asociadas a las membranas plasméticas interna y externa en la que aparecen en
mayor nimero. También se observan numerosos ribosomas libres en su
citoplasma.

En la zona interna del parénquima timico, los capilares pierden la
capa conectiva acompaifante y se extienden fuera de las trabéculas como
capilares continuos muy finos y constituidos por una tnica célula endotelial muy
aplanada, rodeada por la membrana basal y una capa de CER limitantes (Fig.
106). Esta capa es discontinua (Fig. 107) o no aparece en los capilares terminales
(Fig. 108). En los capilares parenquimaticos, por tanto, la relacién hemato-timica

es més directa y permite el paso de células en ambos sentidos.
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Lamina XLVII.




Figura 97. Zona interna profunda. Trabéculas secundarias (t) en secciones
transversal y longitudinal. Capsula conectiva (CC). CER limitantes (ERI).
Membrana basal (mb). Linfocitos (L). CER oscuras (ERo). Haces de

tonofilamentos (tf). Desmosomas (d). Vasos sanguineos (V). x2.500.
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L4mina XLVIIL




Figura 98. Obsérvese la continuidad de la cdpsula conectiva (CC) con las
trabéculas (t). Granulocitos eosinéfilos (Eo). Fibras c6lagenas (fc). Fibras
reticulares (fr). Vasos sanguineos (V). Zona interna (ZI). Linfoblastos

(Lb). x4.000.

Figura 99. Infiltracion linfoide de la capsula conectiva. Linfocitos (L). Mitosis

(mi). Haces de fibras coldgenas (fc). x3.750.

Figura 100. Cépsula conectiva (CC). Né6tese la disposicion de los fibrocitos (F)
en la regién préxima al parénquima timico (T). Linfocitos (L). Fibras

co.igenas (fc). Fibras elasticas (fe). x3.000.
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Lamina XLIX.




Figura 101. Seccién transversal de una trabécula primaria de la zona externa.
Vasos arterial (A) y venoso (V). Espacio perivascular (SPV). Membrana
basal de la trabécula (mbt) y del vaso (mbv). Fibras coldgenas (fc) y
reticulares (fr). Linfocitos (L). CER limitante (ERI). Desmosomas (d).

Interdigitaciones (t). x7.500.

Figura 102. Seccién transversal de una trabécula secundaria de 1a zona externa.
Con un tnico vaso sanguineo, el resto de componentes es igual al de la

figura anterior. x7.500.
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Lamina L.




Figura 103. Zona externa. Seccién transversal de una trabécula secundaria con
un capilar arterial. Pericito (P). Membranas basales del vaso (mbv) y de
la trabécula (mbt). CER limitantes (ERI). Desmosomas (d).

Interdigitaciones (1). x7.500.

Figura 104. Seccion transversal de una trabécula secundaria del parénquima
timico de la zona interna con un capilar venoso. Nétese la presencia de
pliegues marginales (4) en las células endoteliales (En) y la ausencia de

células en el espacio perivascular. x8.750.

Figura 105. Zona interna. Seccién transversal de una trabécula secundaria con

un delgado capilar arterial y escaso espacio perivascular. x7.500.
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Lamina LI.




Figura 106. Detalle de la zona interna. Trabécula secundaria con un delgado
espacio perivascular. Capilar (C). CER limitante (ERI). CER clara (ERc)
que presenta una gran vacuola (v) con microvellosidades luminares (a).

Desmosomas (d). Interdigitaciones (1). x12.000.
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Lamina LII.




Figura 107. Zona interna profunda. Obsérvese una delgada trabécula (1)
limitada por una capa de CER limitantes (ERI) discontinua que permite
el transito de eritrocitos (Er). Linfocitos (L). Cépsula conectiva (CC).

x3.000.

Figura 108. Zona interna. Detalle de un capilar sin envoltura epitelio reticular

con un eritrocito (Er) extravasandose. Endotelio (En). x12.500.
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3. ESTUDIO CON MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO.

3.1. CAPSULA EPITELIAL.

El estudio con microscopia electr6nica de barrido de la capsula
epitelial del timo de lubina nos proporciona, un medio para observar
tridimensionalmente la ultraestructura superficial y la distribucién de células y
estructuras, permitiendo la inspecciébn cualitativa y cuantitativa de los
componentes de esta zona del timo y, en particular, los del epitelio timico, que

no son posibles de alcanzar por otros procedimientos.

3.1.1. EPITELIO TIMICO.

La superficie timica estd limitada por células epiteliales
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pavimentosas de forma poligonal (exagonal y pentagonal, predominantemente),
de 10,0+2,5y 9,25+1,0 um de ejes mayor y menor, respectivamente (Fig. 109).
La membrana plasmitica apical presenta caracterfsticos micropliegues de
disposici6én laberintiforme (Figs. 109, 110).

La capa epitelial estd interrumpida por criptas formadas por
aumento de los espacios intercelulares o por invaginacién de la superficie lateral
de las células epiteliales. Estas estructuras aparecen distribuidas de forma
uniforme, aproximadamente una cada 400 um? de 4rea superficial de epitelio
timico, y tienen forma, tamafio y profund‘idad variables. Las criptas estdn
ocupadas por células de cloruro, macréfagos o células mucosas (Fig. 109).

Las células de cloruro se caracterizan por una superficie lisa que,
generalmente, presenta en el drea central material vesicular emergiendo y/o
cortas y escasas proyecciones digitiformes, que pueden corresponder a cortas
microvellosidades de estas células (Fig. 110).

Los macréfagos superficiales aparecen ocasionalmente y se
observan como largas proyecciones ramificadas que terminan en pequefios
engrosamientos esféricos, que se corresponderfan con las proyecciones del
citoplasma apical de estas células, previamente descritas (Fig. 110).

Las células mucosas secretan, frecuentemente, material de
secrecibn que recubre totalmente las criptas y, parcialmente, a las células

epiteliales adyacentes, en las que pueden aparecer pequefias gotas de
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mucosustancia rellenando el espacio existente entre los micropliegues (Fig. 111).

3.12. REGION SUBEPITELIAL.

Secciones perpendiculares y paralelas al epitelio tfmico permiten
el estudio de la zona subepitelial con microscopfa electrénica de barrido.

En el parénquima de esta zona se observa el estroma epitelio
reticular formado por células con gruesos somas y anchas prolongaciones
citoplasmaéticas que se estrechan en los extremos, por donde se relacionan entre
si y con las células epiteliales, y numerosas células linfoides pequenas, 3,0+0,5
pm, redondeadas, de superficie lisa, que se alojan entre las prolongaciones de
las CER (Fig. 112).

Adosadas al epitelio timico aparecen grandes células mucosas de
forma ovalada y tamafio aproximadamente de 10,0+ 1,0 pm, que se caracterizan
por presentar una superficie ligeramente rugosa (Fig, 113).

También se observan grandes células redondeadas de
aproximadamente 7,5%0,5 pm de didmetro con microvellosidades, proyecciones
citoplasméticas esféricas y/o pliegues superficiales de tamafio y mimero
variables, que identificamos como macré6fagos. Estas células aparecen dispersas

por todo el parénquima (Fig. 113).
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El limite entre la zona externa y la cdpsula epitelial est4 marcado
por la presencia de una red de trabéculas de disposicion paralela a la superficie
timica y revestidas por CER limitantes. A través de los huecos de esta trama, se
continua el parénquima tfmico de la zona externa y el de la cdpsula epitelial

(Fig. 114).

3.2. ZONA EXTERNA.

- Las micrografias electrénicas de barrido muestran que la
preparacion de las muestras arrastra muchas de las células libres que componen
el parénquirﬁa tfmico, poniendo de manifiesto la citoarquitectura del estroma
timico. Las CER de la zona externa son de forma irregular y emiten largas
prolongaciones citoplasméticas aplanadas que se extienden en todas direcciones
y forman una delicada red tridimensional constituida, principalmente, por
prolongaciones citoplasméticas de CER que interaccionan entre si delimitando
espacios libres regulares, similares a las celdas de un panal, en los que se ubican
células linfoides, que contactan con las CER a través de amplias 4reas de

superficie, lo que da a esta zona del timo de lubina una apariencia compacta

(Fig. 115).
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La poblacién de éélulas linfoides de la zona externa esta
constituida por linfocitos pequefios (3,0+0,5 pm de didmetro), principalmente,
y medianos (4,0+0,5 pm de didmetro) con superficie lisa, que aparecen como
células redondeadas ocupando los espacios libres del citorretfculo. Estas células
estdn empaquetadas de forma ajustada en oquedades del soma y prolongaciones
citoplasmaticas de las CER, sin dejar espacios intercelulares. La superficie
celular es lisa, aunque también se puede observar la presencia de cortas
microvellosidades en la superficie de algunas células, diferencia estructural que
sugiere distintos estadios de diferenciacién (Fig. 115).

También aparece un tipo de interaccién més intima, en donde
varias CER envuelven a células linfoides. Estos complejos linfoepiteliales (Fig,
116) presentan forma esférica y una superficie externa con l6bulos que se
corresponden con la localizacién interna de linfocitos. En algunas de estas
estructuras se observan aberturas superficiales que son atravesadas por linfocitos
en transito. La morfologfa de estas estructuras varia dependiendo del nimero
de células linfoides y de aberturas. Cuando los poros son numerosos, los
linfocitos son escasos en su interior y estas estructuras tienen forma irregular.

Al igual que en la cépsula epitelial también se observan

macré6fagos dispersos entre las células libres que componen el parénquima (Fig.

117).
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3.3. ZONA INTERNA.

Las imdgenes de microscopfa electrénica de barrido corroboran
que el parénquima de la zona interna no presenta ninguna estructura limitante
con la zona externa, existiendo una transicién progresiva entre ambas zonas. La
zona interna se encuentra separada de la cdpsula conectiva por una capa
continua de CER limitantes, con sus ejes longitudinales orientados en la misma
direcci6on. Las CER limitantes son aplanadas, de aspecto pavimentoso,
débilmente engrosadas por la presencia del micleo, y ligeramente alargadas.
Estas células presentan escasas y largas prolongaciones citoplasméticas, que
atentan su grosor hacia los extremos y contactan con las CER del estroma (Fig.
118).

En la zona interna son frecuentes las trabéculas de diferentes
tamaios (Fig. 119); en las de menor tamarfio se pueden observar engrosamientos
recubiertos con una estructura similar al resto de la trabécula, a través de los
cuales se observan células en trinsito (Fig. 120). Las trabéculas est4n
intimamente relacionadas con una trama citorreticular mas densa que en la zona
externa, constituida por CER con un grueso soma unidas entre s{ por varias
prolongaciones citoplasmaéticas, algunas de las cuales interaccionan con las CER

limitantes peritrabeculares (Fig. 119).
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Ocasionalmente, se 6bservan células de tamaio similar al de los
linfocitos con una superficie fenestrada por numerosos poros de didmetro
relativamente grande. Este tipo de estructura superficial se corresponde con las
fases terminales de células en apoptosis (Fig. 120).

El mimero de linfocitos con microvellosidades es mayor que en
otras zonas del timo (Fig. 121).

Las células interdigitadas son caracterfsticas de esta zona, se
localizan préximas a la zona externa y presentan un gran soma del que parten
proyecciones citoplasmaticas que se interdigitan con otras células envolviéndolas
(Fig. 122). Adema4s, se observan estructuras aplanadas e irregulares agrupadas,
que podrian corresponder a posibles células necrobi6ticas, y macré6fagos en sus

proximidades (Fig. 123).

3.4. CAPSULA CONECTIVA.

Las imégenes de microscopfa de barrido de la cépsula conectiva
muestran una estructura laminar formada por haces fibrilares. Las laminas se

disponen paralelas y en algunas zonas se ramifican o anastomosan relacionando

las distintas capas entre si (Fig. 124).
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Es frecuente la presencia de pequefias células linfoides
redondeadas, similares a las observadas en el parénquima timico, que

corresponden a la infiltracién linfoide de esta zona del timo de lubina.
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Lamina LIIIL




Figura 109. Superficie del epitelio timico de lubina. Obsérvese la disposicion
laberintiforme de los micropliegues (s) de la membrana apical de las
células epiteliales (e), las aberturas superficiales de las criptas epiteliales

(1) y las proyecciones citoplasmadticas de macréfagos superficiales (Ms).

x2.700.

Figura 110. Detalle de la superficie del epitelio timico. Proyecciones
citoplasmaticas de un macréfago superficial (Ms). Cripta epitelial (Cp)
con una célula de cloruro (Cl) en su base. Nétese la presencia de
pequeiias vesiculas (a) y cortas microvellosidades (1) en la superficie
apical de la célula de cloruro. Micropliegues de células epiteliales (§).

x13.500.
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Figura 111. Epitelio timico. Se observan acimulos de secrecién mucosa (sm)

sobre la superficie de las células epiteliales (e). x3.750.

Figura 112, Capsula epitelial de un drea marginal del timo de lubina. Epitelio
timico (ET). Regidon subepitelial (SE). Trabécula primaria (t1). Trabécula
secundaria (t2). Células epitelio reticulares (ER). Linfocitos (L).

Macroéfagos (M). x2.800.
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Figura 113. Detalle de la cédpsula epitelial. Epitelio timico (ET). Region
subepitelial (SE). Células mucosas (Mu). Linfocitos (L). Macré6fago (M).

x4.700.

Figura 114, Red trabecular en el limite de la capsula epitelial y la zona externa
en el drea central del timo de lubina. N6tese las relaciones (t) entre las

células epitelio reticulares (ER). Trabéculas (t). Linfocitos (L). x2.100.
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Figura 115. Zona externa del timo de lubina. Los linfocitos (L) aparecen
empaquetados entre las células epitelio reticulares (ER). En algunos

linfocitos se aprecian microvellosidades cortas (1) . x3.750.
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Figura 116. Complejo linfoepitelial (CLE). Obsérvese el trénsito (t) de
linfocitos (L) a través de su superficie. Células epitelio reticulares (ER).

x2.700.

Figura 117. Macréfago (M) de la zona externa del timo. Linfocitos (L). x12.800.
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Figura 118, Vista superficial de la capa de CER limitantes entre la zona interna
y la cdpsula conectiva del timo de lubina. Se observa la relacién (t) de -

las células epitelio reticulares (ER) del estroma con las CER limitantes

(ERI). Linfocitos (L). x2.250.

Figura 119. Zona interna del timo de lubina. Se muestra la ramificacién de una
trabécula primaria (t1) en una trabécula secundaria (t2) y la densa trama

epitelio reticular (1). Linfocitos (L). x1.350.
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Figura 120. Detalle de la zona interna del timo de lubina. Muestra la zona
engrosada de una trabécula (t) donde se observa el trinsito de células -

(1) entre las CER limitantes (ERI). Apoptosis (ap). Linfocitos (L). x6.250.

Figura 121. Zona interna. Linfocitos con microvellosidades largas. x5.600.

Figura 122. Célula interdigitada (ID) de la zona interna del timo de lubina.

Interdigitaciones (). Linfocitos (L). x3.600.
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Figura 123. Zona interna del parénquima timico. Obsérvense las estructuras -
aplanadas irregulares (1), posibles células necréticas, agrupadas en las

proximidades de un macréfago (M). Linfocitos (L). x4.800.

Figura 124. Limite de la zona interna (ZI) con la cdpsula conectiva (CC).

Nétese la estructura laminar de los haces fibrilares (1). x700.
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4. AISLAMIENTO DE SUSPENSIONES CELULARES DE TIMO.

Mediante el uso de gradientes continuos de densidad, las
suspensiones celulares del timo de lubina se separaron en dos poblaciones de
células (Bandas 1 y 2) que fueron estudiadas mediante ensayos de

inmunofluorescencia para citometria de flujo y microscopia electrénica.

4.1. CITOMETRIA DE FLUJO.

La representacion en un diagrama de dispersibn de luz,
simult4neamente, de las variables de dispersién frontal (FSC) y ortogonal (SSC)
de luz nos permite discriminar los tipos celulares presentes en cada una de las
bandas obtenidas en los gradientes de densidad y nos permite determinar el

nimero y caracteristicas de la poblaci6n celular de cada muestra (Fig, 125).
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En cada una de las bandas aisladas se observaron dos poblaciones
celulares con caracteristicas de FSC (tamaiio celular) y SSC (complejidad
intracelular) similares. Las poblaciones celulares de interés fueron sefaladas
mediante la fijacién de ventanas (G1y G2) (Fig. 125), para ser seguidamente
analizadas.

La reactividad de las células frente al anticuerpo monoclonal
(mAb) WSI-S fue determinada por el andlisis de la intensidad de
inmunofluorescencia FITC para cada una de las ventanas mediante el uso
simultdneo de una escala logaritmica de orden 4 en ambos ejes (Fig. 126).
Observandose, que los valores de intensidad de fluorescencia de las muestras
inmunofenotipadas fueron ligeramente més elevados que en los controles (Tabla
VIII). En los histogramas de frecuencia de fluorescencia no aparecen picos
positivos (células marcadas). Pensamos que en este caso estos maximos se
encuentran solapados con los negativos (células no marcadas); por tanto, la
realizacion de estos histogramas no permite dilucidar la presencia de células con
inmunoglobulinas de superficie (sIg*). Este tipo de problemas eran de esperar
ya que, como indican los datos bibliograficos, la presencia de células sIg* en el
timo de peces tele6steos es, como méximo de un 5% y generalmente, menor de
un 2%. Ademds, este mismo problema se observa cuando no hay una alta
especificidad del mAb con la poblacién de células estudiada (Reaccién cruzada

en nuestro caso), cuando se trabaja con poblaciones celulares con escasa
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presencia de lugares de uni6én para el mAb y que, por tanto, dan una baja
intensidad de fluorescencia, cuando la avidez del mAb es baja, etc. Por tanto,
para determinar si las diferencias observadas en la distribucion de la
fluorescencia entre las muestras control y las inmunofenotipadas, eran
significativamente diferentes se recurri6é al andlisis estadistico. Al tratarse de
muestras pequeias se comprobé la "hip6tesis de normalidad” de la poblaci6én de
origen de las muestras, resultando que la mayoria de los datos cumplian las
condiciones de normalidad e igualdad de varianzas necesarias para poder aplicar
métodos paramétricos de andlisis estadistico a muestras pequeias. Algunos de
los datos, aunque muy préximos, no cumplen los requisitos anteriores; pero, al
igual que la mayorfa de datos biol6gicos, son el resultado de la suma de una
multiplicidad de efectos independientes y, por tanto, tienden a distribuirse segin
leyes aproximadamente normales, lo que permite la aplicacién de métodos
paramétricos de andlisis que no afectan demasiado a los resultados de las
pruebas. Por otro lado, ante estos resultados, también fueron aplicados métodos
no paramétricos que nos permiten realizar el mismo tipo de anélisis estadistico
sin exigir a las muestras el cumplimiento de unas condiciones o el seguimiento
de una determinada ley de probabilidad de la que son independientes.

Segun los resultados del anélisis estadistico mostrados en la tabla
VIII, se demuestra que la diferencia en la distribucién de la intensidad de

fluorescencia en las ventanas G1 de las bandas 1y 2 es significativa, mientras
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que en las ventanas G2 no lo es.> Luego, la suma de los valores de intensidad de
fluorescencia obtenidos en las ventanas G1 de ambas bandas de las muestras
inmunofenotipadas, previa sustraccién de los valores de sus respectivos controles,
nos indica que en la poblacién de células aisladas del timo de lubina hay
aproximadamente un 1% de células que expresan en su membrana plasmética
slg*, por ser inmunorreactivas frente a WSI-5.

Para estudiar la heterogeneidad de la poblacién celular en cada
una de las ventanas de ambas bandas se realizaron histogramas de frecuencia
para las variables FSC y SSC (Fig. 127). Se observé una distribucién de
frecuencias diferente entre las poblaciones de las bandas 1 y 2 para dichos
pardmetros. En la banda 1 aparece una poblacién celular (ventana G1)
mayoritaria, con bajos valores de FSC y SSC que corresponden a una poblacién
celular de tamano pequeifo y escasa complejidad intracelular; mientras que en
la banda 2, la poblacién anédloga a la anterior es menos abundante y se observa
una segunda poblacién de células (ventana G2) mucho mas numerosa que en
la banda 1y relativamente abundante, cuyos valores de FSCy SSC implican un
mayor tamaiio celular y complejidad del citoplasma.

Para confirmar estos resultados se realiz6 el anélisis bivariable de
distribucién de frecuencias de las variables FSC y SSC para el total de la
poblacién de células aisladas en cada banda (Fig. 128). Observindose que en la

banda 1 aparece un tinico pico cuya base cubre un 4rea pequefia y préxima al
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nudo FSC/SSC, lo que indica la presencia de una poblacién celular mayoritaria
con bajos valores de FSC y SSC; mientras que en la banda 2 se diferencian
claramente dos picos, uno similar al anterior y otro con una menor frecuencia
de eventos pero con un 4rea basal mis amplia y con valores de FSC y SSC
mayores, lo que representa una poblacién celular de relativa abundancia
caracterizada por un mayor tamafo celular y complejidad intracelular.
Confirméndose asf la heterogeneidad numérica y de caracteristicas de FSC y
SSC entre los tipos celulares aislados en ambas bandas, demostrados con los

histogramas de frecuencia.
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Tabla VIIL. Resultados y tratamiento estadfstico aplicado a los

datos obtenidos mediante citometrfa de flujo.
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Figura 123, Diagrama de dispersién de luz. Representaciéon simultdnea de las
variables FSC y SSC. Obsérvese las ventanas G1 y G2. a) Banda 1. b)

Banda 2.
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Figura 126. Diagrama de frecuencia de intensidad de inmunofluorescencia (FL1)
de la banda 1. a) Ventana G1 control. b) Ventana G1 inmunofenotipado.
¢) Ventana G2 control. d) Ventana G2 inmunofenotipado. (Para la banda

2 los resultados son similares).
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Figura 127, Histograma de distribucién de frecuencias de las variables FSC y

SSC para las ventanas G1y G2. a) Banda 1. b) Banda 2.
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Figura 128. Histograma bivariable de distribucién de frecuencia de FSCy SSC.

a) Banda 1. b) Banda 2.
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4.2. ESTUDIO CON MICROSCOPIA ELECTRONICA.

Para estudiar si el proceso de aislamiento de las células influye en
la sefal de intensidad de inmunofluorescencia detectada mediante citometrfa de
flujoy para identificar las diversas poblaciones celulares presentes en cada banda
se realizaron, paralelamente a los estudios de citometria, ensayos microsc6pico
electr6nicos usando la técnica del oro coloidal para visualizar el inmunofenotipo
de las células y para el estudio convencional de la heterogeneidad celular.

En la tabla IX representamos los tipos celulares presentes en cada
una de las bandas indicando su abundancia relativa y la presencia o no de
células inmunorreactivas frente a WSI-S5.

El estudio inmunocitoquimico ultraestructural de las suspensiones
celulares tratadas con oro coloidal muestra que parte de la poblacién de
linfocitos grandes de ambas bandas se marcaron en su superficie, observindose
con frecuencia particulas de oro agrupadas en determinadas regiones de la
membrana plasmética; mientras que en la poblacién de linfocitos pequeiios no
se observ6 inmunorreaccién (Fig. 129). Los melanomacréfagos y los macréfagos
(Fig. 130a) s6lo aparecen en la banda 2, y dnicamente presentan sIg* algunos

de los macréfagos (Fig. 130b).

Los granulocitos, eosin6filos y heter6filos, presentes en ambas
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bandas en una proporcién similar, no presentan marcaje con oro coloidal.

Es de destacar que algunos de los tipos celulares aislados en las
suspensiones muestran alteraciones morfolégicas con respecto a las
observaciones realizadas "in situ" en secciones histolégicas, pero conservan rasgos
ultraestructurales que permiten reconocer su naturaleza. Las células mioides son
reconocibles al conservarse la ultraestructura de las triadas de reticulo
sarcoplasmético; aunque las miofibrillas, elemento caracteristico de este tipo
celular, no se observan y los miofilamentos aparecen dispersos de forma
desordenada por todo el citoplasma. Las células mucosas reorganizan su
citoplasma y muestran las organelas citoplasmaticas, incluso los grdnulos de
secrecién, con mayor nitidez que en las secciones de tejido. Las células de
cloruro se reconocen por la presencia de numerosas cisternas de REL
anasfomosadas entre si y grandes mitocondrias.

Con este estudio se confirmaron los resultados de intensidad de
fluorescencia y caracteristicas de FSC y SSC obtenidas mediante citometria de
flujo. Comprobandose que las células con valores de FSC y SSC bajos e
inmunorreactividad positiva de ambas bandas se corresponden con linfocitos, que
representan la principal poblacién de células aisladas; mientras que la fraccién
minoritaria de células con valores elevados para ambos pardmetros citométricos
estd formada por una poblacién heterogénea de células con mayor tamafio y

complejidad intracitoplasmética (células mucosas, células mioides, células de
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cloruro, macréfagos y melanomacréfagos).

Tabla IX. Resumen de los datos obtenidos mediante el estudio

Inmunocitoqufmico para microscopfa electrénica.
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Figura 129, Linfocitos aislados (banda 1) mediante gradiente de densidad de
suspensiones celulares de timo de lubina. N6tese la presencia de marcaje
superficial (1) y particulas de oro agrupadas (s) en la superficie del
linfocito grande y la carencia de marcaje sobre el linfocito pequeno. |

x21.000.
Figura 130a. Macréfago aislado (banda 2) sin marcaje. x12.250.
Figura 130b. Macréfago aislado (banda 2) mediante gradiente de densidad de

suspensiones celulares de timo de lubina. N6tese la presencia de marcaje

superficial (t) en la superficie x23.700.
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Con el estudio bibliografico ha quedado de manifiesto la existencia
de notables diferencias interespecificas y de discrepancia sobre la funcionalidad
del timo de peces. Por lo que en este apartado, comentaremos nuestros
resultados, compardndolos con las descripciones hechas por otros autores en

peces y, en algunos casos, recurriremos a los datos obtenidos en otros

vertebrados, cuando éstos no existan en peces.

1. ANATOMIA.

El timo de lubina (Dicentrarchus labrax L.), al igual que en todas

las especies de peces teledsteos estudiadas, es un 6rgano linfoide, epitelio
reticular, primario, par y bilateral, situado en la comisura dorsal de la cavidad
branquial debajo del epitelio faringeo de la cavidad branquial en estrecha

asociacién y continuidad con éste, al igual que en la mayoria de especies
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estudiadas, Astyanax mexicanus (Hafter, 1952), Hyperprosopon argenteum
(Engen, 1968), Clarias lazera (Rizkalla, 1969), Esox lucius (Mulcahy, 1970),
Tilapia mossambica (Sailendri y Muthukkaruppan, 1975b), Salmo salar (Ellis,
1977), Salmo gairdneri (Grace y Manning, 1980; Tatner y Manning, 1982;
Chilmonczyk, 1983, 1985; Tatner, 198S; Castillo y cols., 1987, 1990, 1991),
Cyprinus carpio (Botham y Manning, 1981; Schneider, 1983), Rutilus rutilus
(Zapata, 1981), Morone saxatilis (Groman, 1982), Cynolebias adloffi,

Nothobranchius guentheri (Coopery cols., 1983), Syciases sanguineus (Gorgollén,

1983), Zoarces viviparus (Bly, 1985), Ictalurus punctatus (Ellsaesser y cols., 1988),

Dicentrarchus labrax, Harpagifer antarcticus, Pleuragramma antarcticum,

Merlangius merlangus, Notothenia neglecta, Nototheniops larseni, Trematomus

newnesi (O’Neill, 1989a, b, c), Paralichthys olivaceus, Pragus major, Seriola

quinqueradiata (Chantanachookhin y cols., 1991), y a diferencia de Lophius

piscatorius (Burne, 1927; Finge y Pulsford, 1985) y L. budegassa (Picchio, 1933;
Finge y Pulsford, 1985), especies en las que el timo no presenta ningiin contacto
con el epitelio faringeo y se localiza alejado de la cavidad branquial.

El timo de lubina estd limitado internamente por una cdpsula
continua de tejido conectivo, similar a la descrita en telesteos y en vertebrados
superiores (Olah y cols., 1975), que lo separa de los estratos musculares de la
cabeza como en la mayorfa de especies de tele6steos estudiadas (Hafter, 1952;

Friedman, 1962; Engen, 1968; Rizkalla, 1969; Mulcahy, 1970; Sailendri y
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Muthukkaruppan, 1975b; Ellis, ‘1977; Grace y Manning, 1980; Botham y
Manning, 1981; Zapata, 1981; Groman, 1982; Tatner y Manning, 1982; Cooper
y cols., 1983; Chilmonczyk, 1983, 1985; Gorgoll6n, 1983; Bly, 1985; Castillo y
cols., 1987, 1990, 1991; O’Neill, 1989a, b, ¢; Chantanachookhin y cols., 1991), con
excepcién de Lophius piscatorius (Burne, 1927; Finge y Pulsford, 1985) y L.
budegassa (Picchio, 1933; Féange y Pulsford, 1985) en los que la c4psula conectiva
envuelve completamente al timo separéndolo y aisldndolo del epitelio faringeo
de la cavidad branquial.

A diferencia de lo descrito en otras especies de teleésteos
(Hammar, 1909; Salkind, 1915; Hafter, 1952; Sailendri, 1973; Sailendri y
Muthukkaruppan, 1975b; Gorgollén, 1983; Bly, 1985) y en anfibios (Cooper,
1967, Manning y Horton, 1969), nosotros no hemos observado ningun tipo de
acumulacién extratimica de tejido linfoide o estructura equivalente en las
proximidades del timo de lubina; ya que las masas de tejido linfoide peritimico
que aparecen aisladas en algunas secciones histol6gicas mantienen su relacién
con el timo, como se ha comprobado mediante el estudio de cortes seriados del
6rgano, al igual que podria suceder en algunas de las especies en las que se

describe la presencia de aclimulos extratimicos (p. ej. Zoarces viviparus, Bly,
1985).
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2. HISTOLOGIA.

La estructura histolégica del timo de peces, donde aparece el
6rgano bien conformado, es, a grandes rasgos, similar a la existente en
vertebrados superiores. Sin embargo, en peces, existen diferencias entre los
distintos grupos. Asi, en elasmobranquios (Good y Papermaster, 1964; Zapata,
1980) los limites entre las diferentes zonas son més patentes, mientras que en
tele6steos no son tan manifiestos (Tamura y Honma, 1970; Sailendri y
Muthukkaruppan, 1975b; Grizzley y Rogers, 1976; Ellis, 1977; Grace y Manning,
1980; Manning, 1981; Zapata, 1981; Savino y Santa-Rosa, 1982; Tatner y
Manning, 1982; Cooper y cols., 1983; Chilmonczyk, 1983; Ellsaesser y cols., 1988).

A diferencia de O’Neill (1989b, c¢) que en lubina sélo indica la
existencia de dos zonas timicas (zonas externa e interna) en el parénquima, al

igual que en Ictalurus punctatus (Grizzle y Rogers, 1976; Ellsaesser y cols., 1988),

Rutilus rutilus (Zapata, 1981), Morone saxatilis (Groman, 1982), en el timo

interno de Syciases sanguineus (Gorgollén, 1983), Zoarces viviparus (Bly, 1985),

Salmo gairdneri (Castillo y cols., 1987), Harpagifer antarcticus (O’Neill, 1989a,

c), Pleuragramma antarcticam (O’Neill, 1989b, c), Notothenia neglecta,

Nototheniops larseni, Merlangius merlangus (O’Neill, 1989¢), Pagrus major,

Paralichthys olivaceus y Seriola quiqueradiata (Chantanachookhin y cols., 1991),
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nosotros consideramos la existencia de tres zonas, cdpsula epitelial, zona externa
e interna, dentro del parénquima tfmico de lubina como ha sido observado en
otras especies de tele6steos, Salmo fario (Deansley, 1927), Anguilla vulgaris (von
Hagen, 1936), Astyanax mexicanus (Hafter, 1952), Clarias lazera (Rizkalla, 1969),
Tilapia mossambica (Sailendri y Muthukkaruppan, 1975b), Salmo gairdneri
(Chilmonczyk, 1983; 1985; Castillo y cols., 1990, 1991), timo externo de Syciases

sanguineus (Gorgollén, 1983), Rutilus rutilus (Zapata y Cooper, 1990). Mientras

que otros autores no observan ninguna zonacién en especies como Leucopsarion

petersi (Tamura y Honma, 1974), Salmo salar (Ellis, 1977), Cynolebias adloffi,

Nothobranchius guentheri (Cooper y cols., 1983), Lophius piscatorius (Fange y

Pulsford, 1985) y Trematomus newnesi (O’Neill, 1989¢) y en otros estudios se

observa la existencia de hasta cuatro zonas diferenciables (Esox lucius; Mulcahy,
1970).

Ante esta disparidad de datos, Zapata (1981) sugiere que la
existencia de varias zonas en el timo de tele6steos estaria relacionada con el
tamafio del 6rgano. Sin embargo, recientemente, Castillo y cols. (1990)
consideran que estas diferencias pueden ser atribuidas a adaptaciones especificas
de especie, variaciones estacionales y/o relacionadas con la edad, estrés,
nutricién, etc., que afectan profundamente a la morfologfa del timo de teleésteos
(Tamura y cols., 1981; Nakanishi, 1986) y de otros vertebrados poiquilotermos

(Zapata y Cooper, 1990) como est4 aceptado actualmente. A este respecto en
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lubina, a lo largo del periodo anual que hemos estudiado, siempre observamos
el mismo nimero de zonas tfmicas, con un desarrollo similar en todas las
estaciones.

La cépsula de tejido conectivo envuelve parcialmente al timo de
lubina y emite trabéculas, de grosor y profundidad variables, hacia el interior del
parénquima timico al igual que en otras especies de tele6steos (Zapata, 1981;
Groman, 1982; O’Neill, 1989a, b, ¢) y que nosotros clasificamos en primarias y
secundarias al igual que en vertebrados superiores (Raviola, 1987). Las
trabéculas primarias dan al timo de lubina un aspecto lobulado similar al de
otros teledsteos (Burne, 1927; Sailendri y Muthukkaruppan, 1975b; Tamura y
Honma, 1977; Botham y Manning, 1981; Chilmonczyk, 1983; Gorgoll6n, 1983;
Bly, 1985; Fange y Pulsford, 1985; O’Neill, 1989b, c; Chantanachookhin y cols.,
1991).

Las trabéculas conectivas primarias aparecen especialmente
desarrolladas en la regi6n superficial, entre la cdpsula epitelial y la zona externa,
formando una trama trabecular que septa parcialmente el parénquima entre
ambas zonas, continudndose el parénquima timico a través de sus huecos; esta
estructura nos recuerda a la previamente descrita en el timo del hol6steo Amia
calva (Hill, 1933) y en el denominado timo interno por Gorgollén (1983) en
Syciases sanguineus.

Segin lo anteriormente expuesto y de acuerdo con Tatner y
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Manning (1982) y O’Neill (1989b}, c), consideramos que, sf el timo de peces es
el precursor del timo de vertebrados superiores, es 16gico que exista un proceso
de internalizaci6n del 6rgano paralelamente a su evolucién filogenética. Asf, en
tele6steos primitivos como Salmo gairdneri (Tatner y Manning, 1982), el timo
permanece en posicién superficial en total contacto con el epitelio. Mientras que
segiin hemos observado en lubina hay conexiones zonales con el epitelio
faringeo, aunque O’Neill (1989b) indica la existencia de una separacién completa
en ejemplares adultos, y el resto del 6rgano aparece més internalizado y
separado del epitelio por trabéculas conectivas de forma similar a lo descrito en
Syciases sanguineus (Gorgollén, 1983); lo que podria representar
filogenéticamente el comienzo de la separacién del timo de su conexi6n
superficial y finalmente en teleGsteos superiores, Lophius sp. (Fidnge y Pulsford,

1985), aparece totalmente aislado del epitelio faringeo como en vertebrados

superiores.

2.1. CAPSULA EPITELIAL.

Por su localizacién y estructura la cdpsula epitelial del timo de

lubina, constituida por el epitelio timico y la zona subepitelial, es equivalente a
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otras zonas tfmicas similares previamente descritas como zona externa en
Astyanax mexicanus (Hafter, 1952) y Tilapia mossambica (Sailendri y
Muthukkaruppan, 1975b), cépsula epitelial (Chilmonczyk, 1983, 1985) o epitelio
faringeo y zona externa (Castillo y cols., 1990, 1991) en Salmo gairdneri y corteza
externa en Syciases sanguineus (Gorgollon, 1983). Esta zona constituye un
compartimiento que no tiene homélogo en el timo de vertebrados superiores, a
diferencia de las otras zonas del timo de peces, y su significado es desconocido.

En lubina, al igual que en los teledsteos en los que el timo se
localiza superficialmente, el epitelio timico esta constituido por una simple capa
discontinua de células epiteliales entre las que se intercalan células caliciformes
mucosecretoras, del mismo modo que han sido descritas en algunas especies de
teledsteos (Engen, 1968; Sailendri y Muthukkaruppan, 1975b; Grace y Manning,
1980; Zapata, 1981; Tatner y Manning, 1982; Gorgoll6n, 1983; Bly, 1985; Castillo
y cols., 1990, 1991; Razquin y cols., 1990); y, ocasionalmente, aparecen células
de cloruro como en Syciases sanguineus (Gorgollén, 1983) y macréfagos
superficiales que también han sido observados formando parte del epitelio

faringeo que delimita el timo de Salmo gairdneri (Castillo y cols., 1990).

En lubina, al igual que en ejemplares juveniles de Salmo gairdneri

(Chilmonczyk, 1985) y Harpagifer antarcticus (O’Neill, 1989a) la fragilidad de la
barrera epitelial se puede ver incrementada por la presencia de poros epiteliales,

que segin O’Neill (1989b, ¢) permitirfan el contacto directo entre el tejido
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tfmico y los antfgenos presentes én el agua, sensibilizando directamente a los
timocitos. En lubina observamos que estas estructuras se corresponden con la
abertura externa de criptas epiteliales, que en su base presentan macréfagos,
células mucosas y/o células de cloruro, similares a las del epitelio farfngeo de
la cavidad branquial de tele6steos marinos.

En lubina, como en Salmo gairdneri (Manning, 1981; Tatner y
Manning, 1982; Chilmonczyk, 1983, 1985), destaca la presencia de linfocitos cerca
de la superficie tfmica y separados del medio externo sé6lo por las células
epiteliales. Aunque no se observan linfoblaStos como en Astyanax mexicanus
(Hafter, 1952), en lubina aparecen células linfoides en apoptosis, fen6meno que
sugiere la existencia de procesos de seleccién negativa durante la diferenciacién
intratimica de acuerdo con lo descrito en mamiferos (Kendall, 1991). El estroma
de esta region presenta CER claras y oscuras idénticas a las existentes en otras
zonas del 6rgano; sin embargo, en Syciases sanguineus (Gorgoll6n, 1983) y en

Salmo gairdneri (Chilmonczyk, 1983, 1985; Castillo y cols., 1990, 1991), s6lo se

describe un tipo de CER e incluso Castillo y cols. (1990, 1991) observan un tipo
de CER exclusivo de esta zona. Las células mucosecretoras aparecen distribuidas
por todo el parénquima de esta zona del mismo modo que en Syciases
sanguineus (Gorgoll6én, 1983) y en Salmo gairdneri (Castillo y cols., 1990). En
lubina no s6lo aparecen células mucosecretoras diferenciadas sino que también

se observan todos los estadios de formaci6n, que no han sido previamente
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descritos en otros teleésteos. A diferencia de lo descrito en las especies de
tele6steos estudiadas, en lubina, ademas de los macréfagos intraepiteliales, hay
macréfagos libres estrechamente relacionados con los linfocitos en la zona
subepitelial.

A diferencia de otras especies no se observan estructuras qufsticas
(Gorgollén, 1983; Castillo y cols., 1990) o corpisculos de Hassall (Gorgollén,
1983) en la regi6n subepitelial del timo de lubina.

A diferencia del resto de grupos de vertebrados superiores,
elasmobranquios y algunos condrésteos, seglin se ha discutido anteriormente, el
timo de tele6steos mantiene, salvo excepciones (Féinge y Pulsford, 1985), relacién
directa con el epitelio faringeo de la cavidad branquial. Lo que implica la
posibilidad de intercambio antigénico entre el ambiente externo y el tejido
linfoide de acuerdo con lo descrito por Manning (1981), Chilmonczyk (1983,
1985) y Castillo y cols. (1990); para lo que el epitelio podria sufrir, incluso,
cambios de permeabilidad, segiin sugieren Tatner y Manning (1982).

La posibilidad de un acceso ficil de los antigenos al timo de
teledsteos nos sugiere la existencia de procesos antigeno dependientes de
acuerdo con otros autores (Yoffey, 1981; Tatner y Manning, 1982; Rowley y cols.,
1988; O’Neill, 1989c). Esta hip6tesis ya fue propuesta por Beard (1894) y
Emmrich y cols. (1975), quienes atribuyen al timo de teleésteos mecanismos de

defensa activa contra infecciones orales y de la regi6n faringea, considerando
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que persisten las funciones de un 6rgano linfoide secundario, existentes en el
"prototimo”, de grupos filogenéticamente inferiores como los agnatos (Manning
y Turner, 1976; Fujii, 1982; Page y Rowley, 1982; Ardavin y cols., 1984; Ardavin
y Zapata, 1988). A este respecto, Tatner y Manning (1982) indican que es
posible que la vida acuética imponga ciertas caracterfsticas funcionales al timo,
como la defensa activa, y quizds hasta emerger a la tierra no restrinja sus
funciones a la diferenciacién de células T.

Sugerimos que los macréfagos superficiales y libres en esta zona
subepitelial tienen un papel importante en la captacién y procesamiento de
antigenos, como ocurre en vertebrados superiores y ha sido demostrado también
para macr6fagos de peces (Clem y cols., 1985; Miller y cols., 1985). A este
respecto es de destacar la presencia de una subpoblacién de macréfagos
inmunorreactivos para slg en suspensiones celulares de timo de lubina, cuyo
significado funcional en el timo, y en concreto en esta zona, estaria en
concordancia con los resultados obtenidos recientemente en macréfagos
intestinales de Cyprinus carpio por Rombout y cols. (1993), quienes indican que
estas células tienen capacidad de unir Ig y participar en los procesos de

presentacién antigénica, jugando un papel importante en la respuesta

inmunitaria local.
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2.2. ZONA EXTERNA.

La zona externa del timo de lubina aparece densamente poblada
a diferencia de la regi6n subepitelial de la cdpsula epitelial y de la zona interna.
Estructuralmente puede ser considerada andloga a la corteza tfmica de
vertebrados superiores, al igual que en otras especies de teledsteos, donde recibe
distintas denominaciones. Asi, ha sido denomina zona media en Astyanax
mexicanus (Hafter, 1952) y Tilapia mossambica (Sailendri y Muthukkaruppan,
1975b), zona cortical o corteza en Cyprinus carpio (Botham y Manning, 1981),
Rutilus rutilus (Zapata, 1981), Morone saxatilis (Groman, 1982), Sebastiscus

marmoratus (Nakanishi, 1986) e Ictalurus punctatus (Ellsaesser y cols, 1988),

zona externa en Salmo gairdneri (Chilmonczyk, 1983, 198S; Castillo y cols., 1987;

Razquin y cols, 1990), Dicentrarchus labrax, Harpagifer antarcticus,

Pleuragramma antarcticum, Merlangius merlangus, Notothenia merlangus,

Nototheniops larseni (O’Neill, 19893, b, ¢), Paralichthys olivaceus, Pragus major

y Seriola quinqueradiata (Chantanachookhin y cols., 1991), corteza profunda y
zona central o interna respectivamente en el timo externo e interno de Syciases

sanguineus (Gorgollén, 1983), zona lateral en Zoarces viviparus (Bly, 1985), zona

densa en Oryzias latipes (Ghoneum y cols.,, 1986) y zona interna en Salmo
gairdneri (Castillo y cols., 1990, 1991). Se dispone a modo de banda entre la
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cipsula epitelial y la zona interna, a la que no envuelve completamente,
recorddndonos la disposicién de zonas equivalentes previamente descritas en
varias especies de tele6steos (Hafter, 1952; Sailendri y Muthukkaruppan, 1975b;
Chilmonczyk, 1983, 1985; Gorgoll6n, 1983; Castillo y cols., 1990, 1991; Zapata
y Cooper, 1990).

En lubina, como en las especies de tele6steos que presentan una
zona anéloga a ésta, no existe una clara separaci6n entre zonas y el parénquima
timico se modifica progresivamente para adquirir las estructuras histolégicas
propias de cada zona. Entre la capsula epitelial y la zona externa del timo de
lubina observamos una amplia red de trabéculas paralela a la superficie timica
que septa parcialmente al parénquima en la interseccion de ambas zonas,
quedando amplios espacios en la trama trabecular por donde se continua el
tejido linfoepitelial. Esta red trabecular es equivalente a las ramificaciones
trabeculares observadas a este nivel en los tele6steos Syciases sanguineus

(Gorgollén, 1983) y Salmo gairdneri (Castillo y cols., 1990) y en el holésteo
Amia calva (Hill, 1935).

El citorreticulo de la zona externa de lubina presenta
caracteristicas similares al de la cipsula epitelial y, sin embargo, estd menos
desarrollado que en la zona interna, como ocurre en otras especies de tele6steos
(Sailendri y Muthukkaruppan, 1975b; Chilmonczyk, 1983, 1985; Bly, 1985). En

la zona externa el estroma epitelio reticular presenta notables diferencias
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interespecificas; asf en Rutilus rutilus (Zapata, 1981) y en Syciases sanguineus
(Gorgollén, 1983) sélo existe un tipo de CER. En Lophius piscatorius (Fénge y
Pulsford, 1985), donde no se distinguen zonas, han sido descritos dos tipos y en
Salmo gairdneri estudios ultraestucturales indican la existencia de un solo tipo
(Chilmonczyk, 1983) mientras que estudios histoenzimaticos y ultraestructurales
indican la existencia de cuatro tipos diferentes (Castillo y cols., 1990, 1991),
nimero similar al encontrado en timo humano (van de Wijngaert y cols., 1984).
En el timo de lubina encontramos cuatro tipos de CER, como son: CER
limitantes, claras, intermedias y oscuras.

Las CER limitantes del timo de lubina tienen caracteristicas
morfol6gicas semejantes a las descritas en algunos teledsteos (Chilmonczyk,
1983; Gorgollén, 1983; Finge y Pulsford, 1985; Castillo y cols., 1990, 1991) y en
vertebrados superiores (Duijvestijn y Hoefsmit, 1981; Kendall, 1981b; Singh,
1981; van de Wijngaert y cols., 1984). Estas células constituyen una poblacién
especializada, por presentar capacidad secretora, relacionada con la formacién
de la membrana basal sobre la que se disponen, de acuerdo con lo observado en
timo humano (van de Wijngaert y cols., 1984; von Gaudecker y cols., 1986) y en
Salmo gairdneri (Castillo y cols., 1990).

Ademds, las CER limitantes forman parte de la barrera
hematotinﬁca descrita en telebsteos (Zapata, 1981; Chilmonczyk, 1983) y en

vertebrados superiores, aunque la existencia de ésta y su significado funcional
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es controvertido. En este sentido, hemos de indicar la presencia, en lubina, de
células sangufneas en trénsito a través de espacios entre las CER limitantes a
nivel de las trabéculas y de la cdpsula conectiva, al igual que han sido
observadas en Syciases sanguineus (Gorgoll6n, 1983) y en estadios tempranos de
desarrollo de Salmo gairdneri (Castillo y cols., 1991) y en roedores (Duijvestijn
y Hoefsmit, 1981). Estudios en mamiferos atribuyen a este tipo celular, como
constituyente de la barrera hematotimica, un cierto papel en la regulacién de la
entrada al parénquima timico de diferentes células y sustancias (Sainte-Marie
y cols., 1986).

En la zona externa del timo de lubina el componente
predominante del estroma son las CER claras, que presentan unas caracterfsticas
morfolégicas similares a las CER estrelladas claras y CER hipertréficas de
Lophius piscatorius (Fidnge y pulsford, 1985), a las CER claras y CER

subcapsulares de Salmo gairdneri (Castillo y cols., 1990, 1991) y a las CER claras

descritas en vertebrados superiores. Estas células son consideradas como
candidatas para la sintesis de factores timicos (Duijvestijn y Hoefsmit, 1981;
Kendall, 1981b; Singh, 1981; van de Wijngaert y cols., 1984) y que en D. labrax
y Cyprinus carpio son inmunorreactivas a timulina o factor timico sérico (FTS)
(Frohely y Deschaux, 1986). A este respecto las CER claras de lubina muestran
rasgos ultraestructurales de actividad sintetizadora, como un gran niicleo

eucromatinico con un prominente nucléolo y cisternas de RE dilatadas, al igual
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que las CER claras de Salmo gairdneri (Castillo y cols., 1990).

En algunos casos las CER claras de lubina presentan cavidades
quisticas en su citoplasma lo que estarfa en concordancia con lo observado en
Salmo gairdneri por Castillo y cols. (1990), quienes demuestran que el patrén
histoenzim4tico de las CER claras es el mismo que en las CER quisticas.
Ademas, las CER claras de lubina con quistes intracelulares son semejantes a
las CER hipertréficas de Lophius piscatorius donde estas células estdn
relacionadas con la formacién de quistes intercelulares (Fénge y Pulsford, 1985),
estructuras que no han sido observadas en el timo de lubina.

Aunque el significado funcional de los quistes timicos es
desconocido, las CER claras quisticas podrian tener una funcién secretora
equivalente a la de los quistes timicos descritos en algunas especies de tele6steos
(Zapata, 1981; Gorgollén, 1983; Fiange y Pulsford, 1985) y en vertebrados
superiores (Kendall, 1980, 1981b; Duijvestijn y Hoefsmit, 1981).

Las CER claras de lubina estdn estrechamente relacionadas con
los linfocitos en esta zona, del mismo modo que las CER subcapsulares de
Salmo gairdneri (Castillo y cols., 1991) y las CER claras de timo humano (van
de Wijngaert y cols.,, 1984). Estas interacciones celulares podrian tener un
significado funcional similar al propuesto para las CER de la corteza timica de
vertebrados superiores (Ritter y cols., 1985; Kampinga y cols., 1987) donde se las

considera como una poblacién de células especifica que influyen en la
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maduracién de los timocitos (Zinkernagel y cols., 1978).

En el timo de lubina hay un tipo de CER, denominadas CER
intermedias, que no ha sido descrito previamente en tele6steos. Estas células
forman parte del estroma de la zona externa profunda y se encuentran
generalmente unidas entre si delimitando estructuras similares a nidos o islotes
que rodean a pequeiios grupos de linfocitos, que pueden migrar a través de estas
estructuras como observamos con microscopfa electr6nica de barrido vy,
ocasionalmente, muestran tipicas imagenes de emperipolesis de linfocitos. En
timo de mamiferos, también se han descrito CER intermedias (van de Wijngaert
y cols., 1983, 1984; van Ewijk, 1988; Dipasquale y Tridente, 1991) con la misma
localizacién, caracteristicas morfol6gicas y en estrecha asociacién con linfocitos
como en lubina.

Las CER intermedias del timo humano se correlacionan con las
células "nurse" obtenidas en las suspensiones celulares del mismo 6rgano (van
de Wijngaerty cols., 1983; 1984; Dipasquale y Tridente, 1991), aunque Toussaint-
Demylle y cols. (1990) concluyen que las células timicas "nurse" observadas "in
vitro" son artefactos. La localizacién préxima a la zona interna, en concordancia
con los argumentos que indican que estas células no intervienen en los primeros
pasos de diferenciacién de los protimocitos en mamiferos (van Ewijk, 1988), y
las semejanzas morfofuncionales con las células "nurse" del timo de mamiferos

nos permiten sugerir una funcionalidad semejante para las células intermedias
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del timo de lubina.

Morfol6gicamente, las CER oscuras de la zona externa del timo
de lubina son similares a sus homoélogas de Salmo gairdneri (Castillo y cols,,
1990, 1991) y de vertebrados superiores (Duijvestijn y Hoefsmit, 1981; Kendall,
1981b; Singh, 1981; van de Wijngaert y cols, 1984) y se encuentran
preferentemente en la regién adyacente a la zona interna del mismo modo que
sus homé6nimas en timo humano y de rata. Sin embargo, en Salmg gairdneri
(Castillo y cols., 1990, 1991) estidn regularmente distribuidas por toda la zona
externa siendo el tipo predominante. |

Las caracteristicas morfolégicas de las CER oscuras nos indican
baja actividad, y posible degeneracién, de la célula por el incremento de la
heterocromatina, la presencia de lisosomas, autofagosomas y un aparato de Golgi
y un RER poco desarrollados. Las CER oscuras degeneradas podrian ser
fagocitadas por macréfagos como describen van de Wijngaert y cols. (1984) en
el timo humano.

La presencia en el timo de lubina de varios tipos de CER sugiere
la existencia de un proceso de diferenciacin, ya que las CER claras muestran
unas caracteristicas morfoldgicas de gran actividad en contraste con las CER
oscuras y con respecto a la morfologia de las CER intermedias también se han
observado formas transicionales con los otros tipos, 1o que sugiere un proceso

progresivo de transformacién de CER del tipo claro al oscuro, similar al
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propuesto en vertebrados superiores (van de Wijngaert y cols., 1984); en este
sentido, van Ewijk (1988) indica la existencia de evidencias en contra de la
naturaleza estética del estroma epitelio reticular timico.

El parénquima de la zona externa del timo de lubina se caracteriza
por un predominio de las células linfoides, principalmente linfocitos pequeiios,
que aparecen empaquetadas en los intersticios de las CER y le dan las
caracteristicas tintoriales propias de la zona al igual que en otros teleGsteos
(Sailendri y Muthukkaruppan, 1975b; Chilmonczyk, 1983, 1985; Gorgollén, 1983;
Bly, 1985; O’Neill, 1989a, b, c; Castillo y cols., 1990; Chantanachookhin y cols.,
1991). También observamos linfocitos de tamaiio intermedio, como en Syciases

sanguineus (Gorgoll6n, 1983) y Salmo gairdneri (Castillo y cols., 1990), y

linfoblastos, al igual que en Morone saxatilis (Groman, 1982) y Syciases
sanguineus (Gorgoll6n, 1983). En lubina los linfoblastos se localizan préximos
al limite con la cdpsula epitelial, a diferencia de Syciases sanguineus donde
aparecen cerca del limite con la zona interna (Gorgollén, 1983) y de Morone
saxatilis donde est4n distribuidos regularmente por todo el parénquima de esta
zona (Groman, 1982). Las mitosis son escasas como en otros teleésteos
(Chilmonczyk, 1983, 1985; Gorgoll6n, 1983).

Segtin nuestras observaciones y las realizadas con microscopfa
6ptica por O’Neill (1989b, c), los macréfagos observados en la zona externa, asi

como en la zona interna, de lubina no presentan diferencias de localizacién ni
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morfol6gicas con los descritos en otras especies de tele6steos (Rizkalla, 1969;
Zapata, 1981; Groman, 1982; Gorgoll6n, 1983; Bly, 1985; O’Neill, 1989, c;
Castillo y cols., 1990; Razquin y cols., 1990) ni tampoco con otros vertebrados
(Frazier, 1973; Zapata, 1980; Duijvestijn y Hoefsmit, 1981; Zapata y Cooper,
1990), observindose sélo variaciones interespecificas en cuanto al niimero
relativo de ellos.

Los macré6fagos en el timo de lubina tienen una gran actividad
fagocitaria de distintos tipos celulares y en especial de timocitos como ha sido
seialado en otras especies de tele6steos (Castillo y cols., 1990; Zapata y Cooper,
1990) y mamiferos (Duijvestijn y Hoefsmit, 1981). Con cierta frecuencia hemos
observado en el timo de lubina macré6fagos en estrecha asociacién con linfocitos,
de modo similar se han descrito estas asociaciones en el teledsteo Lophius
piscatorius (Fiange y Pulsford, 1985), en el elasmobranquio Scyliorhinus canicula
(Pulsford y cols., 1984) y en mamiferos (Lipsky y Rosenthall, 1973; Oldh y cols.,
1975). Asi consideramos que estas células forman parte del microambiente
timico al igual que en mamiferos (Duijvestijn y cols., 1983; Sminia y cols., 1986)
y que probablemente, a través de la fagocitosis, procesado y presentacién de
antigenos, esten envueltas en la diferenciacién de las células T como se ha
indicado en mamiferos (Rosenthal y cols., 1975; Longo y Swartz, 1980; Born y

Wekerle, 1982).

Nuestras observaciones corroboran 1la presencia de
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melanomacréfagos aislados y formando agregados como fue indicado por O’Neill
(1989b, ¢) en el timo de lubina. Sin embargo, en Merlangius merlangus (O’Neill,
1989¢) y Salmo gairdneri (Castillo y cols., 1990) s6lo aparecen aislados y en
Syciases sanguineus (Gorgollén, 1983) aparecen formando centros en el tejido
conectivo peritimico, por lo que el sistema monocitico-fagocitario parece estar
bien desarrollado en lubina. Los agregados melanomacrofagicos del timo de
lubina son similares a los centros melanomacrofagicos descritos en el bazo
(Quesada y cols., 1990) y en rinén cefdlico (Meseguer y cols., 1991) de esta
misma especie y a los descritos en otros 6rganos hematopoyéticos de otros
tele6steos (Roberts, 1975; Ellis, 1980; Lamers, 1985; Herrdez y Zapata, 1991),
en los que estas estructuras estidn asociadas con el procesado antigénico (Agius,
1985; Agius y Couchman, 1986). Aunque no hemos evidenciado la presencia de
hemosiderina, que si estd presente en el bazo (Quesada y cols., 1990) y en el
rifién cefilico (Meseguer y cols., 1991), consideramos que es debido a que en
el timo no hay una destruccién de eritrocitos en niimero semejante al de bazo
y rifién cefélico. Estos datos concuerdan con las indicaciones de Agius (1985)
sobre distribucién de pigmentos en los melanomacréfagos de 6rganos
linfohematopoyéticos de tele6steos, en los que predominan lipofucsina y
melanina como pigmentos mayoritarios y el pigmento hemosiderina est4 més

restringido a los melanomacréfagos del bazo.

El significado funcional de estas células no est4 aclarado y son
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numerosos los autores que relacionan estas células con la edad, ruptura de
tejidos, deficiencias alimentarias, metabolismo del hierro y hemoglobina y
estados patolégicos, ademés del procesamiento antigénico (Agius, 1985; Agius

y Couchman, 1986).

2.3. ZONA INTERNA.

La zona interna del timo de lubina se caracteriza por la presencia
de un mayor nimero de CER y un menor nimero de células linfoides a
diferencia de otras zonas del timo. Estructuralmente puede ser considerada
andloga a la médula timica de vertebrados superiores al igual que en otros
teledsteos en los que esta misma zona recibe diferentes denominaciones como:

zona interna en Astyanax mexicanus (Hafter, 1952), Tilapia mossambica

(Sailendri y Muthukkaruppan, 1975b), Salmo gairdneri (Chilmonczyk, 1983, 1985;

Castillo y cols., 1987; Razquin y cols., 1990), Dicentrarchus labrax, Harpagifer

antarcticus, Pleuragramma antarcticum, Merlangius merlangus, Notothenia

neglecta, Nototheniops larseni (O’Neill, 1989a, b, c), Paralichthys olivaceus,

Pragus major y Seriola quinqueradiata (Chantanachookhin y cols., 1991), zona

medular 0 médula en Cyprinus carpio (Botham y Manning, 1981), Rutilus rutilus
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(Zapata, 1981), Morone saxatilis (Groman, 1982), Sebastiscus marmoratus
(Nakanishi, 1986) e Ictalurus punctatus (Ellsaesser y cols, 1988), zona basal o
medular y zona subcapsular o periférica respectivamente en timo externo e

interno de Syciases sanguineus (Gorgollén, 1983), zona media en Zoarces

viviparus (Bly, 1985), zona menos densa en Qryzias latipes (Ghoneum y cols,,
1986) y zona subcapsular en Salmo gairdneri (Castillo y cols., 1990, 1991). Esta
zona se continua con la zona externa de forma progresiva en su limite externo,
mientras que internamente est4 delimitada por una capa de CER limitantes que
la separa de la c4psula conectiva. A diferencia de lo observado en otras especies
de teleGsteos (Zapata, 1981; Chilmonczyk, 1983, 1985; Bly, 1985; Finge y
Pulsford, 1985; O’Neill, 1989a, b, c; Castillo y cols., 1990, 1991) la membrana

basal, dispuesta entre el tejido conectivo subyacente y las CER limitantes,

presenta discontinuidades como en Syciases sanguineus (Gorgollén, 1983), a
través de las cuales hemos podido observar intercambios celulares entre el
parénquima timico y el tejido conectivo.

El citorreticulo de la zona interna del timo de lubina est4 formado
por CER claras, intermedias y oscuras, a diferencia de lo descrito por O’Neill
(1989b, c) con microscopia 6ptica en esta misma especie, quien no establece
diferencias entre los componentes del estroma epitelio reticular, al igual que en
otros teledsteos en los que s6lo se ha descrito la existencia de un tipo de CER

(Zapata, 1981; Gorgollén, 1983; O’Neill, 1989b, c). Sin embargo, en Salmg
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gairdneri, Chilmonczyk (1983) describe dos tipos de CER, elongadas y
estrelladas, pero recientemente en esta misma especie, mediante estudios
histoqufmicos, inmunocitoqufmicos y ultraestructurales, Castillo y cols. (1990,
1991) observan un tinico tipo de CER, a las que denominan CER subcapsulares.
Las CER oscuras son predominantes en esta zona y constituyen précticamente
el tnico componente del estroma en la region préxima a la cdpsula conectiva;
mientras que en la regi6n limitante con la zona externa también aparecen CER
claras e intermedias, en menor niimero. Esta distribucién y abundancia relativa
de estos tipos de CER concuerda con lo descrito en la médula del timo humano
(van de Wijngaert y cols., 1984).

Es de destacar que, frecuentemente, las CER claras de esta zona
del timo de lubina muestran estructuras ciliares y, al igual que las CER oscuras,
cavidades quisticas intracitoplasméticas de forma similar a lo descrito en las

CER hipertréficas de Lophius piscatorius (Fénge y Pulsford, 1985).

La zona interna del timo de Dicentrarchus labrax presenta como

principales componentes, linfocitos de tamaio pequefio y mediano, distribuidos
homogéneamente por todo el parénquima, y escasos linfoblastos que se
encuentran en mayor proporcién en ireas adyacentes a la cipsula conectiva y
trabéculas. Una organizaci6n similar ha sido previamente descrita en Syciases

sanguineus (Gorgollén, 1983), mientras que en Salmo gairdneri (Chilmonczyk,

1983; Castillo y cols., 1990, 1991), Paralichthys olivaceus, Pragus major y Seriola
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quinqueradiata (Chantanachookhin y cols., 1991) toda esta zona presenta un
predominio de linfoblastos y algunos linfocitos medianos. Para algunos autores
(Gorgoll6n, 1983; Castillo y cols., 1990, 1991) estas regiones del parénquima
ricas en linfoblastos y préximas a la cdpsula conectiva del timo de tele6steos
serian equivalentes a la regién subcapsular de la corteza timica de vertebrados
superiores (Hwang y cols., 1974; Gorgoll6n y Ottone-Anaya, 1978). En otras
especies de teledsteos los linfoblastos estan dispersos por todo el parénquima
(Zapata, 1981; Schneider, 1983).

Destaca la presencia de procesos de muerte celular por apoptosis
entre las células linfoides de esta zona del timo de lubina, que no han sido
previamente descritas en teleésteos y que implica la existencia de selecci6n
negativa en el timo de lubina de forma similar a lo descrito en vertebrados
superiores (Kendall, 1991).

En la zona interna del parénquima timico de lubina aparecen
células mucosas aisladas como en otros tele6steos (Gorgollén, 1983; O’Neill,
1989a, b, c¢). También han sido observadas células mucosas en el timo de
vertebrados superiores donde pueden estar aisladas o asociadas a cavidades
quisticas (Kendall y Frazier, 1979; Khosla y Ovalle, 1986; Raviola, 1987; Weiss,
1988; Zapata y Cooper, 1990). En lubina las células mucosas de la zona interna
tienen el mismo patrén histoquimico que sus homélogas de la capsula epitelial,

pero presentan algunas diferencias morfolégicas que indican un mayor estado de



V. DISCUSION -406-

madurez y por tanto pensamos que este tipo celular presente en la zona interna
es originario del epitelio tfmico, de acuerdo con lo que sugiere O’Neill (1989a,
b, ¢), quien adem4s sugiere que la internalizacién de este tipo celular podrfa
estar relacionada con la temperatura.

A veces observamos células mucosas hipertréficas similares a las
descritas previamente en esta misma especie, en Pleuragramma antarcticum
(O’Neill, 1989b, c) y en Trematomus newnesi (O’Neill, 1989c), que representa
el tipo més sencillo de estructura hipertréfica, ya que no llega a transformarse
en estructuras quisticas como en otras especies de teledsteos en las que se
forman estructuras quisticas delimitadas por CER (O’Neill, 1989¢) e incluso por
células mucosas (Hafter, 1952; Sailendri y Muthukkaruppan, 1975b; Tamura y
Honma, 1977; Gorgollén, 1983; Fiange y Pulsford, 1985; O’Neill, 1989c¢), al igual
que en vertebrados superiores (Kendall y Frazier, 1979; Khosla y Ovalle, 1986;
Raviola, 1987; Weiss, 1988; Zapata y Cooper, 1990).

El aumento de células mucosas con la edad y la formacién de
estructuras quisticas es un indicativo de involucién timica (O’Neill, 1989b, c),
aunque también aparecen con frecuencia en timos hipertréficos que no
presentan involucién (MacArdle y Roberts, 1974).

Las células mioides aparecen en el timo de todas las clases de
vertebrados (Rimmer, 1980; Zapata y Cooper, 1990). En lubina, como

previamente ha sido descrito por O’Neill (1989b, c), observamos este tipo celular
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formando parte del parénquima de la zona interna, con una morfologfa similar
a las observadas en otros teleésteos (Hammar, 1909; Salkind, 1915; Hafter, 1952;
Rizkalla, 1969; Zapata, 1981; Cooper y cols., 1990; Chilmonczyk, 1983, 198S;
Gorgollén, 1983; Finge y Pulsford, 1985; O'Neill, 1989c; Castillo y cols., 1990;
Chantanachookhin y cols., 1991) y en otros vertebrados (Salkind, 1915; Henry,
1966; Feltramp-Yroom, 1967; Raviola y Raviola, 1967; Canaday, 1968; Ito y cols.,
1969; Curtis y cols., 1972; Frazier, 1973; Oldh y cols, 1975; Hanzlikova, 1979;
Zapata, 1980; Kendall, 1981b). Sin embargo, en algunas especies de teledsteos
no se observan células mioides en el parénquima timico (Engen, 1968; Bly, 1985;
O’Neill, 1989a, b, c¢). En lubina las células mioides tienen diferente tamaiio y
grado de madurez y estdn aisladas o formando pequefios grupos como en
Lophius piscatorius (Fdnge y Pulsford, 1985) y Paralichthys olivaceus
(Chantanachookhin y cols., 1991) y rata (Hanzlikova, 1979). La fagocitosis de
células mioides degeneradas (Hanzlikova, 1979; Finge y Pulsford, 1985) y la
migracién de estas células hacia el tejido conectivo asociado (Finge y Pulsford,
1985), descritas en otras especies, no se observan en lubina. -

Actualmente, aunque el origen y funci6n de estas células son
materia de discusi6n, se considera que estdn asociadas a la involucién timica y
a la enfermedad autoinmune "miastenia gravis' (Rimmer, 1980; Cooper y
Tochiani, 1982; Nakamura y Ayer-Le Lievre, 1986; Zapata y Cooper, 1990).

Los corpisculos timicos, de Hassall o agregaciones esféricas de
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CER que forman estructuras queratinizadas en vertebrados superiores (Weiss,
1988), no se han observado en el parénquima timico de lubina confirmando las
observaciones previas de O’Neill (1989b, c) en esta misma especie. La ausencia
de corpiisculos de Hassall bien definidos también ha sido sefialada en numerosos
teleosteos (von Hagen, 1936; Hafter, 1952; Robertson y Wexler, 1960; Friedman,
1962; Smith y cols., 1967; Zapata, 1981; Chilmonczyk, 1983, 1985; O’Neill, 1989a,
b, ¢). No obstante, en otras especies de tele6steos, se han descrito corpiisculos
bien definidos (MacArdle y Roberts, 1974; Sailendri y Muthukkaruppan, 1975b;
Tamura y Honma, 1977; Groman, 1982; Gorgoll6n, 1983; Ellsaesser y cols.,
1988). Rowley y cols. (1988) consideran que la existencia de corpisculos de
Hassall en teleésteos es controvertida por hallarse s6lo en algunas especies y
presentar una notable heterogeneidad estructural y distinta a la tipica morfologfa
de estos agregados celulares. En el mismo sentido, Zapata y Cooper (1990)
indican que s6lo en vertebrados homeotermos, espécialmente en mamiferos,
aparecen verdaderos corptisculos de Hassall y consideran que su existencia en
vertebrados poiquilotermos, incluidos peces tele6steos, se corresponden a CER
quisticas gigantes mé4s o menos modificadas o a grupos de CER medulares como
ocurre en elasmobranquios (Beard, 1900; Good y Papermaster, 1964; Finge y
Sundell, 1969), actinopterigios (Good y cols., 1966) y tele6steos (Hammar, 1909;

Hafter, 1952; Dulzetto, 1968).

La funcién de los corpiisculos de Hassall es desconocida, aunque
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en mamiferos hay aparentemente una correspondencia entre el comienzo de la
competencia inmunol6gica humoral y la aparicién de estas estructuras, que
también estarfan envueltas en los mecanismos relacionados con el desarrollo de
la autotolerancia (Gorgollén, 1983; Zapata y Cooper, 1990).

La presencia de células interdigitadas en la zona interna del timo
de lubina es destacable, porque no han sido observadas en ninguna otra especie
de peces. Sin embargo, desde el descubrimiento de este tipo celular, su presencia
ha sido confirmada en el timo de mamiferos (Veldman y Kaiserling, 1980;
Duijvestijn y Hoefsmit, 1981; Kendall, 1981b; van Ewijk, 1988), aves (Kendall y
Frazier, 1979; Fonfria y cols., 1982), reptiles (Leceta y cols., 1984) y anfibios
(Bigaj y Plytycz, 1984, 1987; Alvarez, 1990).

Para identificar estas células en lubina hemos tenido en cuenta las
caracteristicas morfol6gicas que presentan en otros vertebrados (Kendall y
Frazier, 1979; Veldman y Kaiserling, 1980; Duijvestijn y Hoefsmit, 1981; Fonfria
y cols., 1982; Schutte y cols., 1983; Bigaj y Plytycz, 1984, 1987; Leceta y cols.,
1984; van Ewijk, 1988; Alvarez, 1990) y que en sintesis son: protoplasma de baja
electronodensidad, escasez de organelas membranosas, interdigitaciones de la
membrana plasmética y la presencia de granulos de Birbeck.

Aparecen aisladas o formando pequefos grupos similares a los
observados en mamiferos (Veldman y Kaiserling, 1980) y aves (Fonfria y cols.,

1982) y algunas veces contienen cuerpos densos y restos celulares, lo que nos
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sugiere una capacidad fagocitica similar a la descrita en otros vertebrados
(Veldman y Kaiserling, 1980; Duijvestijn y Hoefsmit, 1981; Kendall, 1981b;
Duijvestijn y cols., 1982; Leceta y cols.,, 1984). Es de destacar la presencia
ocasional, en el citoplasma, de este tipo celular del timo de lubina, de estructuras
similares a las observadas en células interdigitadas de bazo del anuro Bufo
calamita (Barrutia y cols., 1985) y a los grdnulos de Birbeck de mamiferos
(Veldman y Kaiserling, 1980; Duijvestijn y Hoefsmit, 1981; Schutte y cols., 1983),
que estén relacionados con el procesado de los complejos antigeno-anticuerpo
(Schutte y cols., 1983).

La funcionalidad de las células interdigitadas, cuyo estudio se
restringe practicamente a mamiferos, y el origen son todavia materia de
controversia. Estas células parecen ser constituyentes especificos del
microambiente de las 4reas T dependientes del sistema inmunitario de
mamiferos, donde los estrechos contactos con los linfocitos parecen ser
fundamentales para una adecuada trasferencia de estimulos antigénicos
(Veldmany Kaiserling, 1980). También se han apuntado funciones comunicativas
o nutritivas (Zapata y Cooper, 1990). Algunos investigadores consideran que las
células interdigitadas son un tipo especializado de macréfago implicado en la
presentacién de antigenos, mientras otros han propuesto un origen reticular y

una funcién no asociada directamente con la inmunidad (Zapata y Cooper,

1990).



V. DISCUSION -411-

En lubina no hemos observado células plasmaticas, ni con técnicas
microscépico 6pticas especificas ni con microscopfa electrénica, al igual que en
Syciases sanguineus (Gorgollén, 1983). Sin embargo, sf estdn presentes en el
parénquima timico de otros tele6steos como Lutjanus griseus (Hulet, 1967),
Rutilus rutilus (Zapata, 1981), Cyprinus carpio (Schneider, 1983) y Lophius
piscatorius (Fénge y Pulsford, 1985), segiin ha sido demostrada con microscopfa
electrénica y mediénte el método de células formadoras de placa hemolitica
(PFC) en Lutjanus griseus, Mycteroperca bonaci (Ortiz-Muiiiz y Sigel, 1971),

Tilapia mossambica (Sailendri y Muthukkaruppan, 1975a) y Qncorhynchus

kitsutch (Kaatari e Irwin, 1985). Sin embargo, hemos puesto de manifiesto la
presencia de una poblacién de células linfoides con slg, mediante el uso de un
anticuerpo monoclonal frente a Ig M de suero de Sparus aurata (WSI-5)
(Navarro y cols., 1993). El anélisis con citometria de flujo nos da porcentajes
similares a los previamente obtenidos en otras especies de tele6steos, Salmo
gairdneri (DeLuca y cols., 1983) (u Oncorhynchus mykiss) (Thuvander y cols.,
1990), Cyprinus carpio (Secombes y cols., 1983), Ictalurus punctatus (Ellsaesser

y cols., 1988) y Sparus aurata (Navarro y cols., 1993), y que concuerdan con los

de vertebrados superiores (Du Pasquier y Horton, 1982; Zapata y Cooper, 1990).
La obtencién mediante reaccion cruzada, en timo de lubina, de un
patrén de reconocimiento del anticuerpo monoclonal WSI-5 similar al

conseguido en Sparus aurata (Navarro y cols., 1993) nos indica la presencia de




V. DISCUSION -412-

determinantes antigénicos comunes o estrechamente relacionados en las cadenas
ligeras de la Ig M de ambas especies, que pertenecen al suborden Percoidei; a
este respecto hemos de indicar que en la familia Salmonidae también ha sido

descrita la existencia de reaccién cruzada de un anticuerpo monoclonal frente

a Ig M sérica de Oncorhynchus mykiss con Ig M de Salmo salar y S. trutta
(Thuvander y cols., 1990).

Por tanto, considerando que en linfocitos de vertebrados superiores
la presencia o ausencia de slg se usa para definirlos como células B y T,
respectivamente, (Raff, 1970), estamos de acuerdo con los autores que
consideran la existencia en el timo de tele6steos de células equivalentes a B
(DeLuca y cols., 1983; Secombes y cols., 1983; Ellsaesser y cols., 1988; Razquin
y cols., 1990; Thuvander y cols., 1990; Navarro y cols., 1993). Los estudios sobre
la existencia de heterogeneidad funcional entre las células linfoides del timo de

Carasius auratus basados en el efecto hapteno-portador, no detectan la presencia

de células hapteno reactivas (Células equivalentes a B) (Ruben y cols., 1977;
Warr y cols,, 1977). Sin embargo, los resultados de la respuesta frente a
mitégenos evidencian la existencia de células funcionalmente equivalentes a
células B (Cuchens y Clem, 1977; Warr y Simon, 1983; Ellsaesser y cols., 1988)
que complementan, por tanto, los datos obtenidos con técnicas de marcaje.
Segin Manning (1981), la existencia de células formadoras de

anticuerpos en el timo de peces teleGsteos le da caracter de 6rgano linfoide
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secundario, lo que se podrfa justificar por el escaso desarrollo de los 6rganos
linfoides secundarios en estos animales, a diferencia de lo que ocurre en
mamiferos. Por otro lado, la funcién de esta poblacién de células intratfmicas
debe de ser importante a pesar de su baja frecuencia en el timo de vertebrados
(Zapata y Cooper, 1990).

La presencia de células formadoras de anticuerpos en el timo se
atribuye a una transgresiéon de la barrera hematotfmica (Ortiz-Muiiiz y
Sigel,1971; Sailendri y Muthukkaruppan, 1975a), de acuerdo con lo demostrado
para vertebrados superiores (Marshall y White, 1961) y su ubicacién, segin
Razquin y cols. (1990), estaria en relacién con la ramificacién de las trabéculas
conectivas que se extienden en el limite entre la capsula epitelial y la zona
externa del timo de peces; lo que se corresponde con lo descrito por Sainte-
Marie y cols. (1986) en el timo de rata; donde las células plasmaticas aparecen
en la zona cértico-medular, que es también el lugar de ramificacién de las
trabéculas conectivas. Segtin todas las indicaciones las células plasméticas serian
aldctonas y no clones producidos "in situ" (O’Neill, 1989b, c).

La actividad hematopoyética en el timo de vertebrados presenta
diferencias entre las distintas clases e, incluso, interespecificas. Asf, se ha descrito
capacidad eritropoyética en el timo de aves (Kendall y Frazier, 1979; Fonfria y
cols., 1983) y en mamiferos, incluido el hombre, (Kendall 1980, 1981b; Kendall

y Singh, 1980; Bourgeois y cols., 1981) y granulopoyética en mamiferos (Kendall,
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1981b) y en el tele6steo Syciases sanguineus (Gorgoll6n, 1983). También se ha
observado actividad granulopoyética en el tejido conectivo peritfmico del
holésteo Amia calva (Hill, 1933), en ciprfnidos (Davina y cols, 1980), en Syciases
sanguineus (Gorgoll6n, 1983) y en vertebrados superiores (Kendall, 1981b).

En el timo de lubina hemos descrito 4reas mielopoyéticas, donde
es posible distinguir las series granulopoyética heter6fila y eritropoyética. Estas
dreas aparecen relegadas a uno de los 16bulos timicos de modo similar a las
dreas eritropoyéticas del timo de aves que aparecen tnicamente en
determinados 16bulos, caracterizados por su mayor tamafio (Kendall y Frazier,
1979; Fonfria y cols, 1983). En los l6bulos, donde aparecen 4&reas
mielopoyéticas, éstas se localizan préximas a la cipsula conjuntiva de modo
similar a lo descrito para las 4reas granulopoyéticas heter6filas de Syciases
sanguineus (Gorgollén, 1983) y para las 4reas eritropoyéticas del timo de
mamiferos (Olah y cols., 1975; Bourgeois y cols., 1981; Kendall, 1981b). Estos
16bulos contienen pocos linfocitos y el estroma estd4 formado por escasas CER
oscuras y macréfagos que delimitan los islotes de células eritropoyéticas y
granulopoyéticas. Esta estructura es idéntica a la descrita para las 4reas
eritropoyéticas de aves (Kendall y Frazier, 1979; Fonfria y cols., 1983) y para las
granulopoyéticas de Syciases sanguineus (Gorgollén, 1983).

La identificacibn morfolégica de los distintos componentes

celulares de la eritropoyesis y granulopoyesis de la serie heteréfila presentes en
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el timo concuerdan con las descripciones realizadas de las células eritrocfticas
en rifién cefalico (Esteban y cols., 1989) y bazo (Villena, 1992) y de las células
de la granulopoyesis de la serie heter6fila en rifién cefalico (Meseguer y cols.,
1990) de lubina.

Hemos de destacar que, a pesar de no haberse observado
eritropoyesis en la mayoria de especies de tele6steos estudiadas, sf se ha descrito
la presencia de eritrocitos maduros en otras especies de teleésteos (Hafter, 1952;
Gorgoll6n, 1983; O’Neill, 1989c) y vertebrados, en los que aparecen
normalmente (Zapata y Cooper, 1990).

La existencia de hematopoyesis en el timo ha sido relacionada con
cambios microambientales, nutricionales y estrés. En relacién con los cambios
microambientales hemos de sefialar que en lubina coexisten 4&reas
mielopoyéticas y de necrobiosis en el mismo l6bulo timico. Estas observaciones
pueden relacionarse con lo descrito en aves por Fonfria y cols. (1983) donde la
eritropoyesis intratimica estd precedida por cambios microambientales que
causan degeneracién de las CER y aumento de macréfagos y linfocitos
picnéticos. Por otro lado, en mamiferos se ha demostrado que los linfocitos T
ejercen un cierto papel en la regulacién de la eritropoyesis (Lipton y Nathan,
1981).

La presencia simultdnea de distintos estadios de diferenciacién de

eritropoyesis y granulopoyesis en las mismas dreas del parénquima timico de
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lubina podrfa estar en consonancia con los resultados obtenidos "in vitro" tras la
adici6n de suero de ratén anémico a cultivos de médula 6sea de ratén
granulopoyéticamente activos que produce la inhibicién de la granulopoyesis e
induce una eritropoyesis masiva (Dexter, 1981; Allen, 1981).

En cuanto a otras justificaciones a la existencia de eritropoyesis
intratimica, podemos sefialar que en aves se ha postulado que puede ser causada
por un incremento en la demanda de eritrocitos en sangre circulante (como
sucede durante la muda) o bien después de un periodo de estrés fisiolégico, p.
ej. inanicién (como el causado durante la época de apareamiento), cuando la
produccién de eritrocitos estd deprimida (Ward y Kendall, 1975; Kendall y
Frazier, 1979; Fonfria y cols., 1983).

Como indica Kendall (1980) parece sorprendente que el timo
pueda producir eritrocitos y granulocitos, ya que durante muchos afios este
6rgano ha sido considerado como un érgano linfoide primario. Sin embargo, a
pesar de la barrera hematotimica (cuya existencia actualmente se cuestiona), las
células, indudablemente, entran en el parénquima timico y, por tanto, es
razonable asumir que de las diferentes células pluripotenciales presentes en
sangre pueda producirse la entrada ocasional de unidades formadoras de
colonias-granulociticas (CFU-C) y/o unidades formadoras de colonias-eritroides
(CFU-E) que serfan las responsables de la granulopoyesis y eritropoyesis

intratimicas, respectivamente, aunque exista, preferentemente, una entrada
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selectiva de las células precursoras de células T o unidades formadoras de
colonias-bazo (CFU-S) (Yoffey, 1981). El hecho de que el timo pueda hospedar
otras lineas celulares, ademds del linaje de los linfocitos T, podrfa explicar la
heterogeneidad morfolégica entre las células blasto observada en timos normales
(Kendall, 1981b).

La presencia de otras actividades hematopoyéticas, como la
granulopoyesis y/o lé eritropoyesis, y en concreto esta dltima implicaria una
respuesta no inmunolégica del 6rgano; por tanto, deben esperarse futuras
aclaraciones sobre el comportamiento y potencialidades de las células
pluripotenciales para conocer si la aparicién de la eritropoyesis es accesoria a
las funciones normales del 6rgano (p. ej. los factores del cuerpo que instigan el
aumento de la eritropoyesis son tan potentes que todos los tejidos que pueden
abrigar eritrocitos en desarrollo son forzados a usarse) o necesaria (p. ej. el timo
siempre tiene potencialidad para desarrollar la eritropoyesis pero normalmente
estd inhibida o no estimulada) (Kendall, 1981b).

Ante estos resultados seria conveniente referirse al timo como un
6rgano hematopoyético en el cual la diferenciacién celular normalmente
favorece la linea linfoide (como la médula tiende a favorecer la granulopoyesis
y eritropoyesis) y buscar los factores del microambiente que influyen sobre otras

posibles funciones (Kendall, 1980).
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2.4, CAPSULA CONECTIVA Y TRABECULAS.

La cédpsula conectiva del timo de lubina como en todos los
tele6steos estudiados se dispone entre el parénquima timico y la musculatura
epaxial de la cabeza y est4 separada del tejido linfoide por una membrana basal
y una capa de CER limitantes (Hafter, 1952; Friedman, 1962; Rizkalla, 1969;
Sailendri y Muthukkaruppan, 1975b; Grace y Manning, 1980; Botham y Manning,
1981; Zapata, 1981; Groman, 1982; Chilmonczyk, 1983, 1985; Bly, 1985; Féinge
y Pulsford, 1985; O’Neill, 1989¢, Castillo y cols., 1990, 1991; Razquin y cols.,
1990; Chantanachookhin y cols., 1991). Esta cépsula es similar a la cépsula
timica de vertebrados superiores (Oldh y cols., 1975; Zapata y Cooper, 1990).

En lubina el tejido conectivo de la cépsula conectiva se adentra en
el parénquima timico formando trabéculas o septos que presentan la misma
estructura de separacion con el parénquima timico que la cipsula conectiva,

discurriendo por ellas los vasos sanguineos al igual que en todos los tele6steos

estudiados.

En lubina, como en Syciases sanguineus (Gorgollén, 1983) y Saimo

gairdneri (Castillo y cols., 1990), las trabéculas penetran perpendiculares a la
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superficie tfmica a través del parénquima y en el lfmite entre la cdpsula epitelial
y la zona externa se ramifican discurriendo paralelamente al epitelio tfmico. La
membrana basal que separa el tejido conectivo, subyacente y trabecular, de las
CER limitantes presenta discontinuidades a través de las cuales hay trénsito
celular. Gorgoll6n (1983) también ha descrito estas discontinuidades de la
membrana basal en Syciases sanguineus, pero no observa el paso de células. Lo
que concuerda con Chilmonczyk (1983), quien indica que las trabéculas no
deben ser consideradas tinicamente como mero soporte de los vasos asociados
a ellas, sino que deben de tener un papel importante en la migracién de las
células del timo.

El tejido conectivo asociado al timo de lubina presenta una
considerable infiltracién de linfocitos, granulocitos y eritrocitos como ha sido
descrito en otros tele6steos (Tamura y Honma, 1974, 1975; Chilmonczyk, 1983,
1985; Gorgollon, 1983; Finge y Pulsford, 1985). Sin embargo, no presenta
guanéforos, melandforos ni células mioides como en Lophius piscatorius (Finge
y Puisford, 1985) y tampoco centros melanomacrofigicos como en Syciases

sanguineus (Gorgoll6n, 1983).
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3. VASCULARIZACION.

La vascularizacién del timo de lubina estd relacionada con el
sistema vascular branquial y penetra desde la cdpsula conectiva a través de las
trabéculas, que se ramifican al mismo tiempo que los vasos sangufneos, como ha
sido indicado en otros tele6steos (Salkind, 1915; Tamura y Honma, 1974, 1975,
1977; Sailendri y Muthukkaruppan, 1975b, Zapata, 1981; Chilmonczyk, 1983;
Gorgoll6n, 1983; Féange y Pulsford, 1985; O’Neill, 1989a, b, ¢).

Los vasos sanguineos intratrabeculares en lubina, como en otras
especies de tele6steos (Zapata, 1981; Chilmonczyk, 1983; Finge y Pulsford, 1985;
O’Neill, 1989b, c) y vertebrados superiores (Weiss, 1963; Kameya y Watanabe,
1965; Kostowiecki, 1967; Raviola y Karnovsky, 1972; Abe e Ito, 1974; Bearman
y cols., 1978), presentan barrera hematotimica a nivel de la zona externa;
mientras que en la zona interna dudamos de la existencia de barrera
hematotimica porque hemos observado paso de células a través de la capa de
CER limitantes. También a nivel de la zona interna los capilares que abandonan
las trabéculas aparecen en algunos casos limitados por una capa discontinua de
CER limitantes como en Salmo gairdneri (Chilmonczyk, 1983, 1985) o bien

carecen de envoltura epitelio reticular limitante, como ya ha sido previamente

descrito por O’Neill (1989b, c) en Dicentrarchus labrax y Pleuragramma
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antarcticum, a diferencia de lo descrito en Rutilus rutilus (Zapata, 1981) y
Lophius piscatorius (Fédnge y Pulsford, 1985).

A pesar de la presencia morfol6gica de una barrera hematotfmica
(Zapata, 1981, 1983) y de los resultados derivados de experimentos de
estimulacién antigénica via sangre y de circulacién de linfocitos (Ellis y De
Sousa, 1974; Ellis y cols., 1976; Ellis, 1980), que indican la existencia de un
aislamiento antigénico del timo, son numerosos los autores que cuestionan, al
igual que nosotros, un total aislamiento antigénico y la capacidad de
autorreconocimiento en el timo de tele6steos (Ellis, 1982; Tatner y Manning,
1982; Chilmonczyk, 1983, 1985; Finge, 1984; Finge y Pulsford, 1985; O’Neill,
1989b, c). Estas mismas cuestiones, se estdn planteando en la actualidad, incluso,

en vertebrados superiores (Kendall, 1991).
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Primera:
En el parénquima tfmico de lubina se diferencian tres zonas: cépsula

epitelial constituida por el epitelio timico y la regién subepitelial, zona

externa y zona interna.

Segunda:
La c4psula conectiva emite trabéculas que penetran perpendicularmente
a la superficie timica. Las trabéculas forman una trama paralela al
epitelio timico, separado parcialmente al parénquima de la cﬁpsula
epitelial y de la zona externa. Filogenéticamente, este tipo de estructura

podria representar una etapa en el proceso de separacion del timo del

epitelio de la cavidad branquial.

Tercera:

En la regi6n subepitelial de la cépsula epitelial del timo de lubina se

observan distintos estadios de diferenciacién de las células mucosas.

Cuarta:

El estroma epitelio reticular del timo de lubina est4 constituido por CER
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limitantes, claras, intermedias y oscuras. Las CER claras del timo de
lubina establecen estrechas relaciones puntuales con los linfocitos. Las
CER intermedias, que no han sido identificadas con anterioridad en el
timo de peces, envuelven a los linfocitos con su citoplasma y posiblemente
tengan una funcionalidad equivalente a las células "nurse" del timo de
vertebrados superiores. Las caracteristicas morfol6gicas de los distintos
tipos de CER presentes en el timo de lubina sugieren la existencia de un
proceso de diferenciacién desde CER claras hasta oscuras, similar al
propuesto en vertebrados superiores, lo que estarfa en controversia con

los autores que defienden la naturaleza estitica del estroma timico.

Quinta:

Sexta:

Los linfoblastos aparecen, principalmente, en el parénquima de la zona
externa superficial y de la zona interna adyacente a la cpsula conectiva,

formando 4reas similares a las descritas en la regién subcapsular de la

corteza timica de vertebrados superiores.

En el timo de lubina existe una subpoblacién de linfocitos con
inmunoglobulinas de superficie, de acuerdo con lo indicado por otros

autores sobre la existencia de linfocitos equivalentes a células B en el
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timo de tele6steos. Sin embargo, no hemos observado células plasméticas.

Séptima:
Las células linfoides del timo de lubina sufren procesos de muerte celular
por apoptosis, fen6meno que no ha sido descrito previamente en el timo
de peces y que indica la existencia de procesos de seleccién negativa

durante la diferenciacién intratimica de los linfocitos, de acuerdo con lo

descrito en vertebrados superiores.

Octava:

En el timo de lubina no hay corptisculos de Hassall ni cavidades quisticas
o estructuras similares, aunque en las CER claras y oscuras si existen

cavidades quisticas intracitoplasmaéticas.

Novena:

En el parénquima timico de la zona interna del timo de lubina existen

células interdigitadas, no descritas previamente en el timo de peces.

Décima:
En el parénquima timico de lubina hay 4reas mielopoyéticas, con

actividad eritropoyética y granulopoyética heterofila.
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Undécima:

En el parénquima de la zona interna se observan 4reas de necrobiosis.

Duodécima:
El parénquima timico de lubina estd separado de la cavidad branquial
por una simple capa discontinua de células epiteliales. Entre estas células
se forman criptas con células mucosas, de cloruro y/o macréfagos en la
base, no descritas previamente en el timo de peces. La fragilidad de la
barrera epitelial puede verse incrementada por la presencia de
macréfagos intraepiteliales que emiten proyecciones citoplasmaéticas al
exterior, pudiendo jugar un papel importante en la captacién de
antigenos. A este respecto hemos de indicar la presencia en el timo de
lubina de una subpoblacién de macréfagos con inmunoglobulinas de
superficie. Todo ello implica la posibilidad de un intercambio antigénico

entre el medio externo y el tejido linfoide.

Décimotercera:

En la zona interna del timo de lubina, a través de la capa de CER
limitantes y de capilares sanguineos sin envoltura epitelio reticular hay
transito de células sanguineas; por lo que no hay un total aislamiento

antigénico del timo de lubina. Careciendo de barrera hematotimica, al
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menos, a este nivel.

Décimocuarta:
Los datos morfofuncionales, la posibilidad de un acceso facil de los
antigenos al parénquima timico, la presencia de macréfagos en estrecha
interaccién con linfocitos y la existencia de melanomacréfagos aislados y
en agregados sugieren la existencia de procesos antigeno dependientes y,
por tanto, la persistencia de funciones propias de 6rgano linfoide

secundario en el timo de lubina.
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